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RESUMEN 
La presencia en el medio ambiente de compuestos químicos del grupo 
conocido como Fármacos y Productos de Cuidado Personal (PPCPs), se ha 
incrementado sustancialmente en los últimos años. Estas sustancias 
presentan generalmente mecanismos de acción tóxica poco definidos y por lo 
tanto sus efectos sobre la salud humana y el medio ambiente suelen ser 
controvertidos. No obstante, no se descartan posibles reacciones tóxicas 
debidas a la exposición combinada de PPCPs, ya que estos compuestos 
aparecen formando mezclas de composición desconocida, lo que ha generado 
una gran preocupación. Debido a esto, han surgido diferentes propuestas que 
desde la comunidad científica y las agencias reguladoras que solicitan el 
abordaje de la evaluación toxicológica del efecto combinado. 
Los primeros estudios del efecto combinado fueron de carácter 
empírico y se llevaron a cabo a finales del s. XIX. Posteriormente comenzó 
una carrera para desarrollar modelos matemáticos predictivos que a día de 
hoy todavía no son infalibles. Actualmente se intenta mejorar la predicción, 
incorporando datos de tipo mecanístico en la evaluación de los efectos 
tóxicos de mezclas químicas. 
Por este motivo, nos planteamos evaluar una mezcla binaria 
compuesta por butilhidroxianisol (BHA) y propilparabeno (PPB), dos aditivos 
de uso autorizado que han sido detectados en el medio ambiente y presentan 
efectos controvertidos sobre la salud humana. Para ello seleccionamos en 
base a nuestra experiencia previa un modelo experimental representado por 
las células Vero, fibroblastos de riñón de mono verde africano (Chlorocebus 
aethiops), de elevada sensibilidad en estudios de toxicología y con 
características idóneas para el análisis del mecanismo de acción de 
compuestos químicos. El diseño experimental incluye una batería de ensayos 
constituida por una serie de biomarcadores bioquímicos y morfológicos 
complementarios entre sí, cuya utilidad hemos demostrado previamente.  
El estudio nos ha permitido determinar in vitro el mecanismo de 
acción tóxica de ambos aditivos de forma individual, así como de sus mezclas 
binarias. Los resultados mostraron que las combinaciones de BHA y PPB 
inducen importantes alteraciones funcionales causadas por desequilibrio 
osmótico, que van asociadas con desajustes en la progresión del ciclo celular, 
incrementos en la ploidía, lesiones en el ADN por daño oxidativo y muerte 
celular. Asimismo la retirada de los tratamientos experimentales provocó en 
las células Vero una respuesta de toxicidad retardada que incluye desajustes 
en el ciclo celular junto con incrementos de la proliferación. 
Por otra parte, el empleo de modelos matemáticos para el análisis de la 
predicción del efecto combinado nos ha permitido demostrar que la estima 
cuantitativa de las respuestas celulares esperadas, generalmente no se ajusta 
con precisión al efecto observado. Sin embargo, la toxicidad inducida por las 
mezclas puede predecirse cualitativamente una vez establecidos los 
mecanismos de acción de los compuestos individuales. 
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El auge de la industria química durante la segunda mitad del siglo XX ha 
provocado que los organismos vivos estemos expuestos hoy en día a más de 100.000 
compuestos químicos de uso comercial. En la Unión Europea se introducen anualmente 
unos 2.000 xenobióticos nuevos y, según el Inventario Europeo de Sustancias Químicas 
Existentes, se utilizan diariamente entre 30.000 y 70.000  (Schwarzenbach y col., 2006; 
EINECS, 2010), de las que más del 20 % del total carece de control y evaluación 
(Allanou y col., 1999, 2003a, b). La figura 1 resume el informe publicado por la 
Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos en 1994, que indicaba que sólo el 10 
% de los pesticidas, el 2 % de los cosméticos, el 18 % de los fármacos y el 5 % de los 
aditivos alimentarios estaban completamente evaluados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Nivel de información existente sobre la evaluación de sustancias químicas 
registradas, agrupadas por uso industrial. Modificado del informe de la Academia 
Nacional de Ciencias de Estados Unidos (1994). 
 
En la década de 1950, la presencia de compuestos químicos de origen industrial, 
agrícola y ganadero en la atmósfera, en aguas superficiales y en suelos suscitó una gran 
preocupación. Sin embargo, el verdadero detonante de la “revolución verde”, que se 
produjo diez años más tarde, fue el problema de salud que generó la exposición a 
pesticidas como el DDT (dicloro-difenil-tricloroetano). Aunque actualmente se intentan 
producir biocidas más selectivos e inocuos para seres vivos no diana, esto resulta 
extremadamente complicado (Forbes y col., 2009). Los contaminantes generalmente 
son sustancias liposolubles que presentan gran capacidad de bioacumulación. El tejido 
adiposo de los animales suele ser un gran reservorio de sustancias hidrófobas ingeridas 
de otros organismos de niveles tróficos inferiores, por este motivo la acumulación se 
produce de manera más rápida en individuos situados en las cúspides de las pirámides 
alimentarias (Fisk y col., 2001; Hop y col., 2002; Wang y Needham, 2007). Esto explica 
que en la sangre y el tejido adiposo de osos polares, cetáceos, focas, pingüinos, aves 
marinas e incluso poblaciones humanas se hayan detectado sustancias a las que nunca 
han estado directamente expuestos (Van Oostdam y col., 2004; Braune y col., 2005; 
Krüger y col., 2008).   
 
La bioacumulación de xenobióticos en el organismo es preocupante, ya que ha 
sido relacionada con patologías que afectan a la salud humana. Tanto es así que 
recientemente, se está empezando a asociar la contaminación ambiental con dolencias 
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de tipo respiratorio como la bronquitis (Sunyer y col., 2006), inmunodepresión severa 
y alergias (Edwards y Myers, 2007; Jalava y col., 2007), así como otras afecciones con 
peor pronóstico. Tal es el caso de las patologías neurodegenerativas como la 
enfermedad de Parkinson y la de Alzheimer, que han sido relacionadas con la 
exposición a pesticidas (Ascherio y col., 2006; Brown y col., 2006) y metales (Rodella y 
col., 2008; Wu y col., 2008) respectivamente. Asimismo, en los últimos años, se han 
descrito casos de fatiga crónica y reacciones de hipersensibilidad a sustancias químicas 
que cursan tras la exposición continua o puntual a sustancias de uso cotidiano: 
productos de limpieza, pesticidas, pintura fresca, materiales de construcción, perfumes 
y productos plásticos, entre otros (Caress y Steinemann, 2004; Fenández-Solà y col., 
2005; Glinton, 2005). 
 
De la misma manera, diversos compuestos de uso cotidiano como plastificantes, 
pesticidas, pirorretardantes, fármacos y aditivos autorizados en cosméticos y alimentos 
han sido asociados con alteraciones del sistema endocrino y del aparato reproductor de 
diferentes grupos taxonómicos, así como con la inducción de distintos tipos de cáncer 
en humanos (Irigaray y col., 2007). Los alteradores endocrinos (endocrine disruptors) 
son compuestos tóxicos para la reproducción que mimetizan a las hormonas sexuales 
provocando efectos indeseados en los organismos vivos, como cambios en las 
proporciones de sexos en poblaciones de peces (Weisskopf y col., 2003) e incrementos 
en las frecuencias de hermafroditas en las poblaciones de invertebrados (Quintela y 
col., 2002; Gómez-Ariza y col., 2006), peces (Solé y col., 2003; Martin-Skilton y col., 
2006) e incluso en las de osos polares (Wiig y col., 1998). Además, en algunas ocasiones 
se han visto implicados en procesos de carcinogénesis debido a su capacidad para 
inducir proliferación celular descontrolada en diferentes tejidos (Jobling y col., 1995; 
Kortenkamp, 2006). En este sentido la teoría de la carcinogénesis multifásica 
(promoción, iniciación y progresión) también cobra un enfoque multifactorial poniendo 
más en relieve la interacción individuo-ambiente. Por lo tanto, teniendo en cuenta que 
cada vez son más las enfermedades que parecen tener relación con los problemas de 
contaminación ambiental (Edwards y Myers, 2007), queda patente que la solución pasa 
por producir y comercializar sustancias seguras que no produzcan efectos indeseados 
sobre los seres humanos, ni sobre los organismos del ecosistema. Actualmente los 
sistemas legales que regulan la seguridad química de compuestos industriales en 
Europa están centralizados en la normativa REACH (Registration, Evaluation, and 
Authorization of Chemicals), que exige la evaluación de sustancias y preparados 
químicos que se comercializan o producen en unas cantidades determinadas (EC, 
2006). 
 
Estudios científicos de la última década del siglo pasado, han puesto de 
manifiesto la existencia de un nuevo grupo de contaminantes que hasta ese momento 
había pasado desapercibido, los Fármacos y Productos de Cuidado Personal (PPCP en 
inglés Pharmaceutical and Personal Care Products) (Ternes, 1998; Daughton y Ternes, 
1999). La determinación de estos compuestos en aguas superficiales en el año 1998 
supuso un hito histórico en la toxicología analítica, aunque Hignite y Azarnoff en (1977) 
ya habían indicado la presencia de salicilatos en el río Big Blue (EE. UU.). Los PPCP se 
presentan en concentraciones muy bajas que oscilan entre ng/L y µg/L, aunque en 
casos extremos alcanzan niveles de mg/L (Daughton y Ternes, 1999; Jjemba, 2006; 
Schwarzenbach y col., 2006). Tanto los fármacos y sus metabolitos, como los productos 
cosméticos o de aseo personal son excretados o desechados por las tuberías de los 
edificios como excedente de uso o consumo y vertidos a cursos de agua destinados a la 
depuración, en el mejor de los casos. 
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La depuración convencional de aguas contaminadas no es un proceso de 
elevada eficacia. Como se ha determinado en varios trabajos y a pesar de los 
exhaustivos y estrictos controles de calidad que se realizan sobre el agua de uso 
humano, se han encontrado elevadas concentraciones de PPCP en varios estados de la 
Unión Europea como Alemania (Heberer, 
2002a, b), Reino Unido (Thomas y Hilton, 
2004; Bound y Voulvoulis, 2005), Francia, 
Italia, Grecia, Suecia (Andreozzi y col., 
2003) y España (Carballa y col., 2007), así 
como en Estados Unidos (Boyd y col., 2004; 
Standley y col., 2008) y Canadá (Brun y col., 
2006). En muchos de estos estudios se 
muestran además resultados de los análisis 
realizados en plantas depuradoras antes y 
después del proceso de tratamiento, 
concluyéndose que los métodos 
convencionales de eliminación de 
contaminantes no son igual de eficaces 
para todos los compuestos (figura 2) e 
incluso en algunos casos tiende a la 
acumulación de los mismos  (Miège y col., 
2008). Por lo tanto, la reutilización de agua 
puede tener graves consecuencias para la 
salud por la ineficiencia del proceso, 
además de por otros problemas asociados 
con los tratamientos químicos que ayudan 
a la potabilización, cuya seguridad está 
siendo cuestionada (Calderon, 2000; 
Simmons y col., 2002). 
Por este motivo, se han desarrollado 
nuevas técnicas de retirada de residuos 
como la ozonación (Andreozzi y col., 2002), 
la irradiación con luz ultravioleta 
(Andreozzi y col., 2003), la oxidación 
(Huber y col., 2005), la nanofiltración 
(Nghiem y col., 2005) y la biodegradación 
(Joss y col., 2005) entre otras, aunque por 
el momento no son de uso generalizado. 
Por otro lado, se trabaja en la retirada 
controlada de fármacos caducados, 
plásticos, radiografías, etc., evitando así que 
se eliminen como basura convencional y 
entren en el ecosistema.  
 
En la mayor parte de los casos, los PPCP no son fácilmente degradables o 
presentan tasas de eliminación lentas, ya que han sido diseñados para tener una larga 
vida media y, en el caso de los fármacos, para ser degradados por rutas metabólicas 
muy concretas. Estos compuestos pueden encontrar en el medio ambiente vías 
alternativas de degradación abiótica como la fotolisis y la hidrólisis (Andreozzi y col., 
2003; Cunningham y col., 2006). En muchas ocasiones, los PPCP tienen propiedades 
físico-químicas que les permiten acumularse en los tejidos de los organismos vivos, 
desconociéndose hasta la fecha los posibles efectos nocivos para la salud ambiental 
(Raab y col., 2007, 2008). Tanto es así que, a pesar de su empleo generalizado, en 
Figura 2. Tasas de eliminación de fármacos y 
cosméticos en una planta de tratamiento de 
aguas residuales una vez finalizados los procesos 
de depuración convencionales (Modificado de 
Miège y col., 2008).  
Introducción 
4 
 
muchos casos no están definidos ni los mecanismos de acción tóxica ni las rutas de 
degradación y transformación en los ecosistemas, por lo que se desconocen los efectos 
que pueden causar sobre la salud humana y el medio ambiente.  
A pesar de que las concentraciones de las sustancias químicas detectadas en el 
agua no son generalmente muy elevadas, su presencia en el medio ambiente, formando 
mezclas de composición y proporciones desconocidas, ha alertado a los gobiernos y 
agencias reguladoras, debido a las consecuencias que pueden aparecer a largo plazo. 
Las combinaciones de composición desconocida se denominan mezclas complejas, en 
contraposición a las mezclas simples, cuyos constituyentes son menos de diez y de 
dosis conocidas (Groten y col., 2001). Actualmente, la principal dificultad radica en 
prever las combinaciones posibles a las que podemos estar expuestos, no sólo en 
cuanto a dosis, sino también en cuanto a la variedad de agentes que las componen 
(Schwarzenbach y col., 2006; Teuschler, 2007). El reglamento REACH no incluye los 
PPCP y por lo tanto, la contaminación ambiental derivada de la presencia de fármacos y 
productos de cuidado personal y de sus posibles mezclas en el medio ambiente, no son 
de valoración obligatoria. A pesar de ello, es evidente que las propiedades tóxicas 
emergentes que surgen de las combinaciones de estos compuestos deben ser evaluadas 
(Daughton y Ternes, 1999; Heberer, 2002a, b; Cleuvers, 2003, 2004). Recientemente, se 
ha sugerido un abordaje del problema, que consiste en determinar qué compuestos 
pueden aumentar los daños producidos por otros cuando se presentan en combinación 
y de esta manera facilitar la elección de compuestos que deban ser prioritariamente 
eliminados mediante el proceso de depuración (Zuccato y col., 2005; Schwarzenbach y 
col., 2006).  
 
Históricamente, el estudio de la toxicidad de los contaminantes ambientales se 
ha realizado mediante ensayos de evaluación de compuestos individuales, de los cuales 
se extraen resultados muy valiosos (Monosson, 2005). Sin embargo, el análisis de los 
efectos de mezclas de compuestos químicos es una aproximación más realista que el 
análisis individual para abordar el problema de la contaminación ambiental, aunque la 
determinación de la interacción entre sustancias no es sencilla. En la última década, las 
investigaciones en el campo de la toxicología experimental, ambiental y la 
ecotoxicología han abierto un nuevo frente de estudio: el análisis de los efectos tóxicos 
de mezclas de contaminantes ambientales (Kortenkamp, 2007).  
 
Como se muestra en la figura 3, el estudio de mezclas de compuestos químicos 
se inicia en la segunda mitad del siglo XIX, siendo Fraser quien llevó a cabo el primer 
trabajo de efecto combinado, observando que la letalidad de la fisostigmina se podía 
prevenir en presencia de atropina. Dicho resultado tardó dos años en ser aceptado por 
la Real Sociedad de Edimburgo (Fraser, 1871). El análisis de los efectos producidos por 
la combinación de fármacos desencadenó el interés por conocer lo que eran capaces de 
hacer dos sustancias juntas, en comparación con lo que hacían por separado. 
Posteriormente, ya bien entrado el siglo XX muchos han sido los resultados obtenidos 
en este campo (Berenbaum, 1989; Greco y col., 1995; Chou, 2006). Sin embargo, casi un 
siglo y medio después, sigue existiendo controversia tanto en la terminología, como en 
el diseño experimental y sobre todo limitaciones en la predición, ya que aún no se ha 
propuesto  un modelo de estima del efecto combinado infalible. 
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En cuanto a la terminología, el estudio de mezclas desde sus orígenes, emplea 
tres categorías para clasificar los efectos combinados: Antagonismo, Interacción cero 
o Aditividad y Sinergia, aunque no existe un consenso unánime en la aplicación de 
estos términos. 
 
Antagonismo (del griego ανταγωνισµóç) para la Real Academia Española de la 
Lengua se entiende en su acepción biológica como “interacción entre organismos o 
sustancias que causa pérdida de actividad de uno de ellos, como la acción de los 
antibióticos frente a las bacterias”. 
 
Interacción cero o Aditividad, en toxicología de mezclas, se entiende como el 
efecto que no difiere del esperado, asumiendo que éste es la suma de los efectos 
individuales observados.  
 
Sinergia que también procede del griego συνεργωα, que significa cooperación, 
se define como “acción de dos o más causas cuyo efecto es superior a la suma de los 
efectos individuales” o como “concurso activo y concertado de varios órganos para 
realizar una función”. 
 
Figura 3. Eje cronológico de los hitos históricos más relevantes en el estudio del efecto combinado. 
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A pesar de que los términos antagonismo e interacción cero no han presentado 
demasiados problemas, el concepto de sinergia ha sido dividido en multitud de 
subtipos que complican el manejo de la terminología. En Toxicología, la definición de 
sinergia puede presentar muchos matices, sin embargo se ha definido como “el efecto 
biológico combinado de dos o más sustancias igual o mayor que la suma simple de los 
efectos propios de cada agente” (Repetto y col., 1995), o “efecto mucho mayor que la 
suma de los efectos de cada agente administrado solo” (Klaassen y Watkins III, 2001). 
Aunque pueda interpretarse esto como una sencilla manera de definir los casos que nos 
podemos encontrar en la naturaleza tras la exposición combinada, no es así. En los años 
ochenta del siglo XX, se iniciaron discusiones al respecto debido a que la terminología 
presentaba y actualmente sigue presentando, multitud de definiciones innecesarias y/o 
redundantes, que la hacen extremadamente compleja de manejar, como los casos de 
potenciación, adición y multiplicación entre otros (Berenbaum, 1985, 1989; Greco y 
col., 1992, 1995). Estos términos tienen su origen en trabajos de algunos autores que 
pretenden precisar más en sus observaciones y ser más minuciosos en sus 
descripciones. Tanto es así, que Goldin y Mantel (1957) publicaron una revisión dando 
siete definiciones diferentes para la sinergia. Así por ejemplo, potenciación se emplea 
en casos de sinergia en los que uno de los compuestos por separado no presenta ningún 
efecto (0 + 4 = 10). La multiplicación es una definición que se aplica en los casos en los 
que la alteración observada a esa dosis se ajusta bien al producto matemático de los 
daños producidos por los compuestos individuales. Sin embargo, el caso más evidente 
es el del concepto adición ya que, si bien se emplea como caso particular de sinergia 
por algunos autores, es un término empleado para definir la no interacción en base a 
modelos matemáticos que definen el efecto combinado nulo como la suma de los 
efectos individuales (Berenbaum, 1989).   
 
Con el fin de sentar las bases terminológicas, se creó un glosario durante la “5ª 
Conferencia Internacional sobre el Efecto Combinado de Factores Ambientales”, 
celebrada en septiembre de 1992 en Finlandia, que se denominó “Acuerdo Sarriselkä” 
(tabla 1). El consenso alcanzado por científicos procedentes de especialidades como la 
Farmacología, la Toxicología y la Biometría, unificó por primera vez las visiones tan 
dispares de la naturaleza que tienen las diferentes áreas que confluyen en el estudio del 
efecto combinado (Greco y col., 1992). 
 
 
 
 
Efecto de la 
combinación 
Nº de compuestos individuales que producen efecto 
Ambos (Loewe) Ambos (Bliss) Sólo uno Ninguno 
Mayor de lo 
predicho 
Sinergia de Loewe Sinergia de Bliss Sinergia Coalismo 
Igual a lo 
predicho 
Aditividad de Loewe Independencia de Bliss Inertismo Inertismo 
Menor de lo 
predicho 
Antagonismo de Loewe Antagonismo de Bliss Antagonismo - 
 
El empleo de los términos “de Loewe” o “de Bliss” pretende enfatizar el origen 
histórico de los modelos de estima citando los nombres de los autores que los 
definieron, sin darle importancia a la connotación mecanística que subyace en estos 
términos (Greco y col., 1992), ya que siempre se ha asociado a Loewe con predicciones 
de mezclas de compuestos con la misma diana de acción y a Bliss con mecanismos de 
toxicidad diferentes (Greco y col., 1992; Goldoni y Johansson, 2007). Por otro lado y a 
Tabla 1. Terminología consensuada tras el Acuerdo Sarriselkä en 1992 (tomada de Greco y col., 1992).  
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pesar de esta búsqueda de consenso terminológico desde diversas áreas de 
investigación, se sigue empleando actualmente el término potenciación. En cambio, 
inertismo no ha sido usado en estudios de mezclas, y los únicos autores en utilizar el 
concepto de coalismo, han sido Peterson y Novick (2007). 
Es evidente que las disquisiciones terminológicas son un problema complicado 
de abordar, sin embargo la mayor dificultad y el interés en el estudio del efecto 
combinado radica en la modelización del efecto esperado. En algunos casos, el efecto 
que produce una mezcla es diferente al que producen sus componentes de manera 
individual. Sin embargo, tanto las definiciones no científicas como las que proceden de 
la Toxicología, dicen que el efecto combinado es aquel “efecto diferente” del predicho 
como “efecto no interactivo” al que se le denomina interacción cero o aditividad. De 
modo que la base del efecto combinado radica en la predicción, ya que un efecto 
sinérgico es aquel que resulta ser mayor de lo esperado y uno antagónico es el que 
resulta ser menor de lo esperado. Debe quedar claro que si tuviésemos una 
herramienta matemática tremendamente precisa, todas nuestras observaciones serían 
predecibles y no tendríamos resultados calificables ni de sinérgicos, ni de antagónicos. 
Actualmente carecemos de modelos infalibles y tras más de un siglo de estudios, 
podemos emplear diferentes métodos sencillos, sólo aplicables en circunstancias muy 
estrictas y con diseños experimentales concretos, o funciones algebraicas menos 
restrictivas en su utilización, pero extremadamente complejas de resolver (Groten y 
col., 2001; Gennings y col., 2005; Chou, 2006; Goldoni y Johansson, 2007).  
En los estudios científicos, el empleo de modelos matemáticos y análisis 
estadísticos son herramientas fundamentales para alcanzar conclusiones que sean 
aceptadas tras obtener resultados (Cobo y col., 2007; Spina, 2007). Sin embargo, 
existen circunstancias en las cuales el desarrollo de métodos apropiados es muy 
complejo y de difícil aplicación. Por ello y a pesar de que se sigue trabajando a este 
respecto, en multitud de ocasiones se determinan los efectos de las mezclas sin que se 
realice el pertinente ajuste matemático (Berenbaum, 1989). En esta faceta destacó 
Gaddum (1940) que desarrolló un análisis que no se basaba en el cálculo de 
predicciones y no necesitaba conocer el mecanismo de acción de los compuestos. Este 
modelo consiste en comparar los efectos de la mezcla con los de los compuestos por 
separado. Sin embargo y a pesar de que el modelo no tiene dificultad en la práctica, ha 
carecido de interés para los principales estudiosos del efecto combinado, debido a que 
no utiliza el principio de aditividad en su fundamento. 
Los primeros análisis de efecto combinado de mezclas de agentes químicos 
fueron realizados en 1871 por Thomas R. Fraser que  representó la exposición con un 
gráfico, denominado isobolograma (figura 4). En él se describía una línea donde, a un 
lado de la curva el efecto antagónico de la atropina sobre la fisostigmina desaparecía y 
al otro surgía (Fraser, 1871).  
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Figura 4. Isobolograma tomado de Fraser (1871) "An experimental research on the antagonism between 
the actions of physostigma and atropia". Proceedings of Royal Society of Edinburgh 7: 506-511.  
 
Es evidente que este sistema gráfico presentaba grandes limitaciones, sin ir más 
lejos, era un mero descriptor de resultados que sólo permitía el estudio de mezclas 
binarias, siendo imposible predecir los efectos esperados. Los trabajos posteriores del 
propio Fraser (1872) y de diversos autores (Henle, 1889; Frei, 1913) intentaron 
optimizar el método gráfico y crear un isóbolo más adecuado para la predicción. 
Finalmente, Loewe y Muischnek (1926) desarrollaron la base matemática que subyacía 
al método isobolográfico, el Principio de Aditividad. A partir de este momento la 
representación gráfica para el estudio de mezclas (figura 5) seguiría los siguientes 
pasos: 
 
1. Se representan sobre los ejes de coordenadas las dosis equitóxicas (DB, 
0) y (0, DA) de dos compuestos, unidos por una línea teórica de isoefecto 
(isóbolo). 
2. Se sitúa en el eje cartesiano el punto de coordenadas (db, da) que 
representa las dosis individuales presentes en la mezcla que produce el 
mismo efecto que DA y DB. 
3. Si el punto queda por encima de la línea del isóbolo se trata de un efecto 
antagónico. Si por el contrario queda por debajo, se trata de sinergia y si 
coincide con la línea, el efecto es aditivo.  
 
Por otra parte, Loewe y Muischnek desarrollaron la ecuación del Principio de 
Aditividad, que está relacionada con el isobolograma. La fórmula representa las 
concentraciones o las dosis de dos agentes (dA y dB) químicos o físicos que en 
combinación producen un efecto determinado y las concentraciones o dosis de cada 
agente por separado (DA, DB) que inducen el mismo efecto. Si el valor de la interacción 
(I) fuera superior a 1, hablaríamos de antagonismo y por el contrario, resultados 
inferiores a 1 serían casos de sinergia. Por último puede ser que el resultado que se 
obtenga sea 1, en ese caso podemos decir que ambos compuestos no interaccionan. 
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Este método en su versión gráfica surgió 
para mezclas binarias, pero puede representar 
combinaciones de hasta tres sustancias, aunque 
no fue hasta años después cuando se 
profundizaría en el modelo (Greco y col., 1995). 
La ecuación matemática, I = (da/DA) + (db/DB), 
resolvía el problema de las mezclas de más de 
dos compuestos, ya que permite trabajar con un 
número indefinido de sustancias a la vez 
(Berenbaum, 1989; Greco y col., 1995; Groten y 
col., 2001). Sin embargo, tiene limitaciones 
porque parte de la premisa de que los 
componentes de la mezcla deben presentar 
tendencias monotónicas en sus 
representaciones individuales dosis-respuesta 
(Loewe, 1953; Berenbaum, 1989; Greco y col., 
1992, 1995; Kortenkamp y Altenburger, 1998). 
Además, sólo es aplicable a mezclas de agentes 
tóxicos que actúan sobre la misma diana 
biológica, o cuando teniendo diferentes blancos, 
sean indistinguibles en la cuantificación del efecto estudiado (Borgert, 2007; Teuschler, 
2007). Por lo tanto, para poder llevar a cabo el análisis, los compuestos deben tener el 
mismo modo de acción y sólo pueden diferir en su potencia. 
A pesar de estas limitaciones y de que no se debe aplicar el modelo cuando se 
violan los supuestos matemáticos sobre los que se sustenta la base teórica del isóbolo 
(Berenbaum, 1989), el modelo de aditividad de Loewe presenta resultados muy 
válidos, por lo que actualmente se sigue utilizando en sus múltiples variantes (EPA, 
2000; Kortenkamp, 2007; Cedergreen y col., 2008). Sin embargo, a lo largo de la 
historia se han publicado multitud de trabajos en los que se aplicó el Principio de 
Aditividad de Loewe y se obtuvieron resultados contradictorios y/o erróneos 
(Berenbaum, 1989). Recientemente se han realizado revisiones de estudios publicados 
sobre predicción de efecto combinado con diferentes modelos matemáticos y se 
observan resultados muy variables en función de la herramienta de estima que se 
aplique y de las dosis que se empleen (Hertzberg y MacDonell, 2002; Cedergreen y col., 
2008). Los estudios llevados a cabo con isóbolos se han ido refinando hasta el punto de 
que existen autores que emplean intervalos de confianza o representan las medidas con 
el error experimental en sus predicciones de isoefecto. En su origen carecía de análisis 
estadísticos que sustentaran la mera observación de la distribución de puntos, pero 
ahora representa una herramienta de análisis de gran interés (Kortenkamp y 
Altenburger, 1998). Por otro lado, el empleo del isobolograma bidimensional requiere 
de un conocimiento exhaustivo de las dosis individuales y combinadas, ya que resulta 
más preciso cuando se estudian a varios niveles de dosis (D50, D75). Esta observación 
sugiere que a diferentes niveles de dosis pueden obtenerse distintos efectos 
(Berenbaum, 1989; Kortenkamp y Altenburger, 1998; Hertzberg y MacDonell, 2002; 
Chou, 2006). 
En la década de los años 30 y debido a la controversia suscitada entre de los 
partidarios y los críticos del modelo de Loewe, se empezaron a desarrollar estudios que 
trataban de paliar las deficiencias de la aditividad de dosis. En los estudios de mezclas 
de compuestos químicos con diferentes mecanismos de acción o dianas sistémicas o 
subcelulares distintas, realizados en aquella época surgían grandes problemas en la 
predicción del efecto. Bliss (1939) propuso una ecuación de estima denominada 
Principio de Acción Independiente que estaba muy relacionada con el cálculo de 
Figura 5. Diseño de un isobolograma y 
ecuación del Principio de Aditividad de 
Loewe y Muischnek (1926). 
I = (da/DA) + (db/DB) 
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probabilidades de eventos independientes (Greco y col., 1992; Kortenkamp, 2007). A 
pesar de que este método resolvía algunos problemas que presentaba el modelo de 
Loewe, ya que podía emplearse con sustancias que presentaban diferentes modos de 
acción (Cassee y col., 1998; Kortenkamp, 2007), también necesitaba que las curvas 
dosis-respuesta fueran monotónicas y los efectos individuales de ambos agentes fuesen 
máximos en alguna dosis (Greco y col., 1992). Durante los años posteriores, se llevaron 
a cabo estudios complementarios acerca de la Acción Conjunta Independiente de Bliss, 
proponiendo ligeras variaciones del modelo con nombres sutilmente diferentes como: 
“Acción Independiente Sencilla” (Finney, 1942), “Suma de Efectos” o “Aditividad de 
Respuestas” (Groten y col., 2001). Los términos efecto y respuesta presentan en estos 
casos significados muy concretos que hay que precisar. 
Se define efecto como: “efecto medio de una mezcla sobre un grupo”, 
tratándose de una medida cualitativa, que no tiene en cuenta las medidas de cada 
sujeto, sino del grupo experimental. Sin embargo, el concepto respuesta hace 
referencia a “la tolerancia a la mezcla de cada individuo de la población”, de modo que 
las dosis que producen daños en cada unidad muestral son diferentes, ya que cada uno 
presenta una concentración umbral propia. En esta línea, se han desarrollado tres 
modelos de aditividad de respuestas diferentes en función de la susceptibilidad de los 
sujetos a los agentes tóxicos (Cassee y col., 1998):  
a. Correlación positiva completa. Este modelo indica que, en combinaciones 
binarias, un compuesto puede ser más tóxico que el otro y por lo tanto el 
efecto que se observa no es la suma de sus respuestas, sino únicamente la 
actividad de uno de ellos.  
EAB = EA  si toxicidad de A ≥ B. 
 Ejemplo: Si las dosis de dos compuestos A y B producen por separado el 
30 y el 20% de muertes respectivamente, la mezcla de AB será del 30% de 
muertes. Los individuos responden únicamente al compuesto más tóxico. 
b. Correlación negativa completa. En este caso, se considera que los 
individuos son principalmente sensibles a uno de los compuestos y se 
propone que cada una de las sustancias produzca un efecto independiente 
en cada individuo. Por lo tanto, el efecto esperado será la suma de las 
respuestas que induce cada agente por separado. 
EAB = EA + EB  si toxicidad de B ≤ 1. 
Ejemplo: Si las dosis de dos compuestos A y B producen por separado el 30 
y el 20% de muertes respectivamente, la mezcla de AB será del 50% de 
muertes. Los individuos responden a uno o a otro de los compuestos, a este 
modelo se le reserva el nombre de Aditividad de Respuestas.  
c. Modelo sin correlación. La tercera opción es estrictamente el Criterio de 
Acción Independiente de Bliss, por el cual un individuo puede responder a 
cualquiera de los dos compuestos, pero no a los dos a la vez.  
EAB = EA + EB - EA · EB 
Ejemplo: Si las dosis de dos compuestos A y B producen por separado el 30 
y el 20% de muertes respectivamente, la mezcla de AB será del 44% de 
muertes [(0.3 + 0.2 – 0.3 · 0.2) = 0.44].  
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Aparentemente el modelo de Acción Independiente de Bliss modificado era 
flexible y sólido al tiempo. Sin embargo, aunque se emplea en multitud de trabajos, 
tiene muchos detractores, debido principalmente a que no se ajusta bien a la premisa 
de los modelos de autointeracción, imprescindible en modelos de interacción 
(Berenbaum, 1977, 1981, 1985, 1989; Greco y col., 1992; Kortenkamp y Altenburger, 
1998; Borgert, 2007).                                                                                                                                                                                                                                                                    
En los últimos cincuenta años, multitud de autores han trabajado en la 
modelización del efecto combinado, entre estos trabajos, hay que destacar uno llevado 
a cabo en la década de los ochenta que revolucionó las ideas sobre el efecto combinado 
por encima del resto y ha resultado ser el más influyente y controvertido desde 1970. 
Los estudios realizados por Chou y Talalay (1984), consistían en el análisis de la 
aditividad o de la interacción y se realizaban mediante el denominado índice de 
combinación (IC). Hay que hacer notar que el modelo del IC procede de la ley de acción 
de masas y que representa una teoría unificadora articulando la ecuación de la cinética 
enzimática de Michaelis-Menten, la ecuación de Hill de saturación de un receptor, la del 
pH de ionización de Henderson-Hasselbalch y la de Scatchard de unión al receptor. El 
empleo del IC se generalizó al ser implementado como el primer  programa informático 
para el análisis del efecto combinado (Chou y Chou, 1987). Estos estudios fueron 
revisados, validados y propuestos en 1986 por la Agencia de Protección Ambiental de 
Estados Unidos (EPA) como una aproximación a la evaluación del riesgo tras la 
exposición a mezclas. El nuevo índice se denominó índice de peligrosidad (IP). 
Posteriormente, Mumtaz y Durkin (1992) propusieron una herramienta diferente 
teniendo en cuenta este valor, pero ponderándolo mediante un factor denominado 
evidencia de peso. Este factor depende de múltiples variables, como: conocimiento 
mecanístico de las interacciones binarias, demostración de toxicidad, modificador de 
interacción, ruta de exposición y datos in vitro entre otros. Actualmente, tanto el IC 
como el IP se siguen empleando en el cálculo del efecto combinado, debido a la 
presencia en programas informáticos y a la recomendación por parte de la EPA 
(Hertzberg y Teuschler, 2002). 
Asimismo en el año 2000, la EPA recomendó otro modelo para estudios de 
efecto combinado que surgió como consecuencia de la crisis alimentaria de las dioxinas 
polihalogenadas y los furanos hace más de 20 años. Éste se basa en la aplicación del 
concepto de factor de equivalencia tóxica (FET), que se sustenta matemáticamente en 
el isóbolo y en la equitoxicidad y consiste en que un compuesto puede ser sustituido 
por otro diferente a una dosis determinada y producir el mismo efecto. 
En los primeros años del siglo XXI se han seguido empleando los modelos 
continuos lineales, pero también se ha comenzado a profundizar en las aproximaciones 
curvilíneas que ya habían surgido en los años 90 del siglo pasado. Aunque la verdadera 
revolución en la toxicología del efecto combinado ha sido el desarrollo de nuevas 
aplicaciones informáticas (Combitool, Calcusyn, Compusyn, entre otros) que permiten 
el cálculo de complejas ecuaciones matemáticas no lineales, facilitando en gran medida 
los cálculos a realizar. Estas técnicas han permitido llevar a cabo estudios 
tridimensionales empleando modelos matemáticos de estima de efecto combinado para 
respuestas no lineales, principalmente de tipo sigmoide, a partir de las ecuaciones de 
Loewe y de Bliss modificadas (Goldoni y Johansson, 2007). 
 En los últimos años, hay que destacar los trabajos llevados a cabo acerca del 
análisis del efecto combinado en base a la comparación de la forma de la curva dosis-
respuesta de un compuesto y la modificación que sufre tras su combinación. Sühnel 
(1998) describió estos cambios y los relacionó con los efectos interactivos de las 
sustancias en gráficas lineales y no lineales,  mediante el análisis de pendientes que se 
sustenta matemáticamente en el análisis de la varianza multifactorial (MANOVA). 
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  En estos momentos, existen otros modelos de estudio que requieren diseños 
experimentales concretos, como el diseño de rayos de proporción fija, que se aplica al 
estudio de mezclas múltiples (Gennings y col., 2002; Meadows y col., 2002). Está 
basado en las pendientes de las curvas dosis-respuesta y en los modelos de aditividad 
(Gennings y col., 2005). Otras herramientas que se empiezan a utilizar, son los análisis 
multivariantes como el de componentes principales (PCA), la proyección sobre 
estructuras latentes (PLS) y el ajuste de regresión. 
 Es evidente que tras más de cien años de estudio, aún no se ha alcanzado un 
acuerdo sobre cuál es el modelo más universal y se siguen empleando de manera 
generalizada el Principio de Aditividad de Loewe y el Criterio de Acción Independiente 
de Bliss, aunque nunca solos, ya que todos los autores coinciden en que es 
recomendable emplear diferentes modelos (Berenbaum, 1989; Cedergreen y col., 
2008). Este problema no es nuevo y nos ha perseguido desde siempre, ya que: “All 
models are wrong, but some are useful” (Box, 1979). Otro problema relacionado con la 
predicción es que la elección de los modelos a emplear queda a juicio del investigador. 
En primer lugar, hay que determinar si los modos de acción de los compuestos 
presentes en una mezcla son iguales, lo que se decide generalmente con muy pocos 
datos (Borgert, 2007). Una mala elección del modelo puede provocar que ante los 
mismos datos, unos indiquen sinergia y otros antagonismo o no interacción. Sin 
embargo, nunca hay certeza absoluta de estar empleando el modelo más correcto, por 
lo que la solución que se toma en algunas ocasiones pasa por diseñar el experimento 
con el fin de emplear un modelo matemático que se conoce y no al revés que sería lo 
deseable. 
En cuanto al diseño experimental, se están realizando actualmente análisis en 
rangos de toxicidad nulos, algo que se demandaba tiempo atrás, empleando una gran 
variedad de modelos experimentales y técnicas moleculares (Silva y col., 2002; Pomati 
y col., 2006, 2008; Yang y Dennison, 2007). El afrontar estudios a dosis subumbrales 
genera un nuevo problema de tipo matemático, ya que se trata de analizar los efectos 
que se observan en combinaciones de de agentes químicos cuyas concentraciones 
individuales no son tóxicas o son ligeramente tóxicas.  Con este fin, se pueden emplear 
varias herramientas de estimación puntual, basadas en técnicas de regresión, como 
concentraciones de efecto (EC01), dosis de referencia (BMD01, BenchMark Dose) y valor 
límite umbral (TLV, threshold limit value) (Setzer y Kimmel, 2003; Yang y Dennison, 
2007). Sin embargo, debido a las posibles respuestas de tipo hormético (Calabrese, 
2008a, b), en algunas ocasiones puede resultar inapropiado como método de estima de 
efectos. Otro posible método de cálculo de dosis umbral se basa en el empleo de 
concentraciones de menor efecto observado (LOEC) o sin efecto (NOEC), que se 
determinan  mediante análisis de comparaciones múltiples a posteriori, después del 
análisis de la varianza (ANOVA). Dichos parámetros pueden conducir a error  en el caso 
de que las sustancias presenten efectos horméticos y han sido bastante criticados 
(OCDE, 1998, 2003).  
Ante estas dificultades metodológicas la mejor alternativa para la evaluación de 
combinaciones de productos químicos a dosis bajas o rangos de toxicidad nulos, es el 
empleo de mezclas complejas completas. En este tipo de diseño experimental el estudio 
se realiza sobre la mezcla real obtenida de la matriz correspondiente (suelo, aire, agua, 
sangre, etc). En algunos casos se analiza mediante técnicas cromatográficas con el fin 
de obtener un listado de componentes y así intentar asociar los efectos tóxicos 
observados con las sustancias presentes en la muestra (Eide y col., 2002; Spinsanti y 
col., 2006; Burger, 2007; Burger y col., 2007). También existen otras posibilidades 
como la recreación de una mezcla múltiple en base a las concentraciones que han sido 
detectadas en aguas, tejidos, suelos, etc (Pomati y col., 2006).  
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Sin embargo, el estudio del mecanismo de acción que subyace al efecto tóxico de 
mezclas múltiples en rangos de dosis bajos es muy complicado y no suelen obtenerse 
resultados sencillos de interpretar. En este caso, se emplea un número limitado de 
compuestos de dosis conocidas. Actualmente, las mezclas sencillas (binarias, ternarias 
y cuaternarias) creadas por el investigador son las más empleadas. Los ensayos con 
combinaciones binarias están muy extendidos tanto en biomedicina (Frantz, 2006; 
Kling, 2006) como en la evaluación toxicológica de contaminantes ambientales 
(Cleuvers, 2003, 2004; Brain y col., 2004; DeLorenzo y Fleming, 2008).   
Cuando se analiza la toxicidad de una mezcla, generalmente se emplean dos 
métodos combinatorios muy extendidos. El primero de ellos se basa en la dilución de 
una mezcla creada. Tras elegir una concentración de cada agente y combinarlos, se 
procede a diluir la mezcla, de modo que se puede generar un rango dosis (1/100; 1/50; 
1/10; 1/5; 1/2; 1, etc.). El segundo, recomendado por la EPA, es el denominado diseño 
factorial completo que resulta extremadamente costoso en mezclas con un número 
elevado de componentes ya que requiere evaluar todas las combinaciones posibles, es 
decir 2n, donde n es el número de sustancias a combinar. Por ejemplo, cuando se 
combinan cinco sustancias, hay que analizar todas las combinaciones de 4, 3 y 2 
componentes que puedan existir, en este caso 32 grupos de exposición diferentes.   
Otro factor importante en el diseño de la combinación, es el tiempo que el 
sistema biológico está en contacto con la mezcla. La recreación de las exposiciones 
combinadas que ocurren en la naturaleza, se puede utilizar para desarrollar nuevos 
diseños experimentales que consideren este aspecto. En el medio ambiente, los 
organismos estamos expuestos a multiples sustancias químicas que se presentan todas 
a la vez y por lo tanto la coexposición es el mejor diseño para abordar esta cuestión. Sin 
embargo, existen situaciones tanto en estudios de contaminación como en clínica, 
donde el resultado es más realista si la exposición ocurre de manera secuencial, 
primero aparece un compuesto, luego otro e incluso a posteriori los dos al tiempo (Rice 
y col., 2008). Como se puede apreciar en la figura 6, las posibilidades son diversas lo 
que permite un abanico de diseños que probablemente produzca resultados dispares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representación esquemática de algunos posibles diseños de exposición combinada a 
diferentes sustancias a lo largo del tiempo. 
 
La Unión Europea en su normativa REACH no cita el análisis de mezclas, sino el 
de preparados químicos, que implican una combinación de sustancias empleadas en 
formulaciones conjuntas que se comercializan, producen o importan de esta manera. 
Por lo tanto, en Europa, la legislación existente no se centra en efecto combinado, 
aunque la presencia de sustancias en ambientes acuáticos hizo que se solicitaran 
ciertas recomendaciones al Centro Europeo de Ecotoxicología y Toxicología química 
para afrontar el problema. Este organismo redactó un monográfico en el que se 
 Sin sustancia tóxica 
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concluye que es necesario un consenso en la terminología, nuevas herramientas de 
análisis y número mayor de ensayos, con los que intentar predecir y validar modelos de 
estima (ECETOC, 2001). Sin embargo, la publicación más preocupante en este sentido 
es la realizada por el Instituto Internacional de las Ciencias de la Vida europeo (ILSI) 
que indica que la inocuidad de al menos 65 alimentarios autorizados, debería ser 
reconsiderada cuando coexisten en un preparado (Groten y col., 2000). 
El peligro que representa la contaminación para los organismos vivos ha puesto 
a trabajar conjuntamente a varias agencias estadounidenses (ATSDR, NIEHS, etc.), 
aunque no han aportado nada que la EPA no hubiera propuesto ni desde el punto de 
vista normativo, ni acerca del concepto de interacción química. Por lo tanto, ante la 
carencia de un marco de trabajo que unifique los diseños experimentales, la progresión 
del conocimiento en este área de estudio se está lastrando (McCarty y Borgert, 2006; 
Lambert y Lipscomb, 2007; Teuschler, 2007). La Oficina de Alimentos y Fármacos de 
EE.UU. (FDA) también se ha visto implicada en el estudio del efecto combinado, ya que 
necesita conocer con detalle los mecanismos de acción y las posibles interacciones 
entre medicamentos y/o alimentos (Borgert, 2007). 
Las investigaciones sobre el estudio del efecto combinado van más allá del 
enfoque tradicional de la toxicología cuantitativa y predictiva, centrándose en la 
determinación de los mecanismos de acción responsables de las alteraciones 
provocadas tanto por los componentes individuales como por su combinación. Sin 
embargo, las sustancias químicas rara vez presentan un único mecanismo de acción, lo 
que complica aún más el estudio (Lambert y Lipscomb, 2007). Por lo tanto, es 
fundamental conocerlos todos para poder aplicar la aproximación mecanística en el 
estudio del efecto combinado, como se dijo en la reunión de 2005 de la Sociedad de 
Toxicología norteamericana (SOT): “los datos de tipo mecanístico han de ser procesados 
y recompuestos para formar un puzzle que permita avanzar en el conocimiento, 
generando un mapa que sirva para avanzar en el estudio de mezclas, ya que éste es un 
territorio desconocido” (Mason y col., 2007). 
La resolución del problema de riesgo para la salud humana y del medio 
ambiente pasa, según la SOT, por la evaluación toxicológica de mezclas ambientales. La 
existencia de mezclas complejas en la naturaleza imposibilita el estudio convencional 
de predicción cuantitativa, debido al desconocimiento de su composición y fuerza el  
análisis de los mecanismos de acción (Borgert y col., 2004; Borgert, 2007; Lambert y 
Lipscomb, 2007; Mason y col., 2007). Por lo tanto, es lógico pensar que el conocimiento 
del perfil toxicológico de la mayoría de las mezclas ambientales no existe o es difícil de 
definir (Goodman, 2002; Mason y col., 2007). Para ello y mientras no haya un marco 
legal de trabajo que defina la pauta a seguir, se recomienda la unificación de los diseños 
experimentales y el empleo de modelos biológicos que faciliten la extrapolación a 
humanos (Mason y col., 2007; Teuschler, 2007). En este sentido, la Sociedad de 
Toxicología estadounidense sugiere el empleo de modelos biológicos, principalmente 
vertebrados superiores, sobre los que aplicar los dos enfoques que constituyen las 
líneas maestras del abordaje del estudio del efecto combinado: el enfoque realista y el 
mecanístico. El estudio de mezclas complejas sigue siendo hoy por hoy complejo y 
aunque útil y extremadamente realista, no es fácil de abordar. Por este motivo, los 
análisis de mezclas simples representan el primer paso en el estudio del efecto 
combinado. Hoy en día existen múltiples normativas que describen acciones para la 
evaluación de riesgo de sustancias individuales, sin embargo, adolecen de legislaciones 
concretas referentes a los protocolos de actuación para valorar el efecto combinado, 
aunque siempre dejan constancia de que las pruebas de toxicidad que se recomiendan 
para compuestos individuales pueden ser empleadas para mezclas (McCarty y Borgert, 
2006).  
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La elección del modelo biológico es fundamental en cualquier estudio de 
toxicidad. El empleo de vertebrados superiores, como recomienda la SOT, tampoco 
garantiza la interpretación, ni la extrapolación, sin olvidar las reticencias éticas que 
despiertan este tipo de estudios (Hartung, 2008a; Leist y col., 2008). Por este motivo, 
antes de realizar estudios de toxicidad con vertebrados, diferentes autores 
recomiendan el empleo de modelos sencillos (Collins y col., 2008; Leist y col., 2008). En 
este sentido y basándose en la Directiva 86/609/EEC de la Unión Europea, la Red 
Española de Métodos Alternativos (REMA) y la Plataforma Europea de Consenso en 
Alternativas (ECOPA) están trabajando en el desarrollo de sistemas de evaluación 
sencillos, rápidos, reproducibles y de elevada sensibilidad que no impliquen el empleo 
de vertebrados superiores (Rogiers, 2005). Este objetivo lo comparte también el Centro 
Europeo de Validación de Métodos Alternativos (ECVAM) que se ha convertido en el 
responsable de su regulación desde la aprobación del nuevo Reglamento REACH. 
Actualmente, cada vez son más los estudios en los que se emplean 
invertebrados, plantas, algas y bacterias para el análisis de sustancias individuales 
(Repetto y col., 2001; Jos y col., 2003, 2005; Eguchi y col., 2004) y también en la 
evaluación de la toxicidad de mezclas (Cleuvers, 2003, 2004; Brain y col., 2004; 
DeLorenzo y Fleming, 2008). Asimismo, hay que destacar que los cultivos celulares 
están cobrando un gran interés en el campo de la toxicología, no sólo por su fácil 
mantenimiento y manejo, sino que además garantizan un control absoluto de las 
condiciones de crecimiento y por lo tanto resultados reproducibles. Además su 
extendida aplicación ha permitido la adaptación de técnicas clásicas de Biología celular 
al campo de la toxicología, ampliando su capacidad de análisis (Zucco y col., 2004; 
Collins y col., 2008; Leist y col., 2008). Por último, hay que reseñar que las pruebas in 
vitro han sido sometidas a estrictos controles para su validación, que no siempre 
existen en el caso de las realizadas in vivo (Hartung, 2008a, b). A pesar de que no existe 
una extrapolación directa entre los resultados obtenidos en ensayos in vitro y los 
organismos completos, se asume que los cambios observados en un organismo tras la 
exposición a un xenobiótico se deben a que en algún órgano o tejido del cuerpo se 
alcanzan dosis tóxicas que pueden incluso conducir a la muerte celular (Ekwall y col., 
1990). 
Desde hace unos años, las líneas celulares de peces han tenido gran auge, ya que 
representan un modelo de estudio ideal para abordar el problema de contaminación en 
aguas (Castaño y col., 2003). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la 
sensibilidad de las líneas celulares de peces y de mamíferos son similares (Castaño y 
Gómez-Lechón, 2005; Gulden y col., 2005), presentando ambas una elevada correlación 
con los estudios realizados in vivo (Clemedson y col., 2000; Gennari y col., 2004; Leist y 
col., 2008). Actualmente, las líneas celulares de mamífero son las más utilizadas para la 
evaluación de citotoxicidad de productos químicos (Zucco y col., 2004). 
Distintas directrices recogen las dianas celulares prioritarias para llevar a cabo 
una eficaz evaluación in vitro de la citotoxicidad aguda de productos químicos (ECVAM, 
2002; ICCVAM, 2003). En todas ellas se propone un estudio a diferentes niveles en el 
cual hay que elegir adecuadamente el tipo celular, el tiempo de exposición y las 
metodologías más idóneas para analizar los efectos tóxicos. Entre los parámetros 
recomendados, destacan el análisis la integridad de las membranas, el citoesqueleto, el 
metabolismo y la proliferación celular. Sin embargo, la mejor aproximación a este tipo 
de estudios es la combinación de ensayos bioquímicos y morfológicos, que nos 
ofrecerán información complementaria y consistente del estado real del cultivo 
(Fernández Freire y col., 2009). 
Los ensayos bioquímicos están englobados en lo que se denomina de manera 
general ensayos de citotoxicidad. Entendemos por citotoxicidad aquellos efectos 
adversos o interferencias con estructuras y/o propiedades esenciales para la 
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supervivencia, la proliferación y/o la función celular (Walum, 1998). Entre todas las 
dianas de citotoxicidad posibles, algunas son más sensibles que otras, por lo que han de 
monitorizarse adecuadamente todas ellas.  
La citotoxicidad puede clasificarse en tres tipos principales (Ekwall, 1995; 
Walum, 1998):  
i. Citotoxicidad basal: implica la alteración de al menos uno de los procesos o 
estructuras esenciales (proliferación, supervivencia o función celular)  cuya 
sensibilidad es similar en todos los tipos celulares independientemente de su 
origen.  
ii. Citotoxicidad selectiva: refleja un daño organoespecífico, como 
consecuencia de procesos de biotransformación, unión específica a 
receptores o mecanismos específicos de incorporación. 
iii. Citotoxicidad específica: afecta a funciones intercelulares que no son 
vitales para la célula, pero sí para el organismo completo, como por ejemplo 
la producción y/o liberación de hormonas u otras moléculas de señalización. 
La mayor parte de las alteraciones inducidas por xenobióticos tienen su origen 
en interacciones inespecíficas con diferentes estructuras subcelulares y corresponden 
por lo tanto a procesos de citotoxicidad basal (Ekwall, 1995). Es evidente, que la 
relevancia de la  información obtenida a partir de los ensayos de citotoxicidad basal 
depende en gran medida del sistema experimental así como de las técnicas empleadas 
(Gómez-Lechón y Castell, 1995). En este sentido, nuestra experiencia previa 
determinando la citotoxicidad basal de contaminantes ambientales de diversos grupos 
químicos (Fernández Freire y col., 2005, 2008; Labrador y col., 2007; Pérez Martín y 
col., 2008), nos ha demostrado que, si bien los resultados obtenidos en diversas líneas 
celulares no difieren demasiado entre ellos (Fernández Freire y col., 2009), la línea 
celular Vero (Chlorocebus aethiops) es más sensible que otras de uso más extendido 
como HeLa (Homo sapiens) y 3T3 (Mus musculus). Por lo tanto, se seleccionaron las 
células Vero para llevar a cabo el presente estudio en el que se ha evaluado la toxicidad 
in vitro de mezclas binarias constituídas por los aditivos autorizados 
butilhidroxianisol (BHA, E320) y propilparabeno (PPB, E216).  
Ambos compuestos han sido detectados en aguas superficiales en 
concentraciones que alcanzan niveles en el rango de µg/L (Bursey y Pellizzari, 1982; 
Lee y col., 2005; Canosa y col., 2006). Estas concentraciones representan dosis mucho 
menores que las capaces de inducir efectos tóxicos in vivo. Sin embargo, no se pueden 
descartar efectos sobre los seres vivos debido a la capacidad de bioacumulación que 
presentan tanto el BHA (Conacher y col., 1986; Osman y van Noort, 2007), como el PPB 
(Bjerregaard y col., 2003; Darbre y col., 2004), sin olvidar que estamos sometidos a su 
exposición de manera crónica (Davì y Gnudi, 1999; Darbre y Harvey, 2008).  
El butilhidroxianisol y el propilparabeno se consideran compuestos GRAS 
(Generally Recognized As Safe) y de baja toxicidad si se utilizan en las condiciones 
definidas por la FDA y las agencias de seguridad química de la Unión Europea (ECHA, 
EFSA y EMEA). Los aditivos de uso cosmético, farmacéutico y alimentario han suscitado 
tradicionalmente gran atención y recientemente han vuelto a despertar el interés de la 
comunidad científica (Stierum y col., 2005, 2008; Irigaray y col., 2007), 
fundamentalmente porque se presentan siempre en combinación con otros 
xenobióticos y se desconocen los posibles efectos combinados que pueden surgir tras 
su uso (Feron y col., 2002). Actualmente, los 350 aditivos alimentarios autorizados en 
la Unión Europea presentan restricciones en su empleo y las dosis máximas diarias 
permitidas (ADI, Acceptable Daily Intake) de 65 de ellos están siendo reconsideradas 
como ya hemos comentado(Groten y col., 2000; Stierum y col., 2008). Tanto el PPB 
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como el BHA son de empleo generalizado en la conservación de preparados de uso y 
consumo humano y por lo tanto de interés industrial.  
Los parabenos han sido utilizados como fungicidas, bactericidas y antioxidantes 
de manera frecuente desde mediados de los años veinte del siglo pasado (Soni y col., 
2005). Se estima que las diferentes variantes químicas de estos compuestos (metil-, 
etil-, propil-, isopropil-, butil-, isobutil-parabeno) se utilizan en combinación en más de 
22.000 formulaciones cosméticas (CIREP, 2008), encontrándolos en el 99 % de los 
productos comercializados (Rastogi y col., 1995; Shen y col., 2007). Además, el 
propilparabeno resulta ser el conservante cosmético, farmacéutico y alimentario más 
utilizado durante los últimos 50 años (Soni y col., 2001). Sin embargo, el Comité Mixto 
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios ha recomendado la retirada de los 
parabenos de cualquier producto alimentario, aunque no ha promovido ninguna acción 
legislativa en este sentido (JECFA, 2007).  
Esta propuesta se debe al hecho de que recientes publicaciones han resaltado 
las posibles implicaciones de los parabenos en procesos de carcinogénesis, 
concretamente en la inducción del cáncer de mama (Darbre y col., 2004; Harvey y 
Darbre, 2004). Aunque este tema actualmente, sigue siendo controvertido, su 
capacidad para  incorporarse al torrente circulatorio (Janjua y col., 2007; 2008) y 
acumularse en tejidos humanos (Darbre y col., 2004; Darbre y Harvey, 2008) así como 
de otros seres vivos (Bjerregaard y col., 2003), sigue siendo objeto de preocupación. 
Por otra parte, existen estudios que definen a los parabenos como alteradores 
endocrinos tanto in vivo (Bergfeld y col., 2005; Golden y col., 2005) como in vitro 
(Gómez y col., 2005; Pugazhendhi y col., 2005; Terasaka y col., 2006; Chen y col., 2007) 
y otros han descrito su capacidad para inducir incrementos de proliferación en 
diferentes tejidos animales expuestos a través de la dieta (Nera y col., 1984; Hirose y 
col., 1986; Rodrigues y col., 1986). Las discusiones sobre este tema concluyen 
generalmente con la idea de que el propilparabeno está relacionado con la promoción 
de tumores, pero no con la inducción (Soni y col., 2005; CIREP, 2008). 
Por su parte, el butilhidroxianisol también tiene un uso muy extendido desde 
que se autorizó en los años cincuenta, apareciendo en diferentes productos entre los 
que destacan los preparados alimentarios y cosméticos (IARC, 1987; Verhagen y col., 
1991). De la misma forma que los parabenos, el BHA ha sido asociado con la promoción 
de tumores, aunque nunca con la inducción (Verhagen y col., 1991; Williams y col., 
1999) y ha sido reconocido como posible carcinógeno para humanos (IARC, 1987). A 
pesar de esto, actualmente su uso está autorizado porque no está demostrado que 
existan riesgos para la salud humana e incluso, según algunos autores, presenta efectos 
beneficiosos por sus propiedades antioxidantes (Williams y col., 1999; Groten y col., 
2000; Sasaki y col., 2002).  
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Hipótesis de partida 
La gran cantidad de sustancias a las que se encuentran expuestos de forma 
simultánea los organismos vivos ha despertado, en la comunidad científica y en la 
sociedad en general, un creciente interés por conocer los posibles efectos tóxicos 
causados por la combinación de productos químicos. En este sentido se han 
desarrollado múltiples aproximaciones experimentales, incluyendo complejos 
modelos matemáticos destinados a la predicción, que no siempre han respondido 
con resultados convincentes.  
 
Por este motivo nos planteamos contrastar si una estrategia de ensayo 
basada en un modelo celular de reconocida sensibilidad en estudios de toxicidad 
individual podría aplicarse a la evaluación y predicción de la toxicidad de mezclas 
químicas. 
 
 
Objetivos 
El objetivo general del presente trabajo fue evaluar la toxicidad de mezclas 
químicas binarias, compuestas por dos aditivos industriales autorizados, el tert-
butil-hidroxianisol y el propil p-hidroxibenzoato, utilizando un protocolo 
experimental in vitro.  
 
Con el fin de llevar a cabo nuestro propósito, establecimos los siguientes 
objetivos concretos: 
 
I. Evaluar los efectos tóxicos inducidos por BHA, PPB y sus mezclas sobre los 
cultivos de células Vero. 
 
II. Comprobar si los efectos de las combinaciones binarias BHA-PPB se 
pueden predecir aplicando diferentes modelos matemáticos. 
 
III. Proponer un mecanismo de acción tóxico que explique las alteraciones 
producidas por la exposición a ambos aditivos industriales tanto de manera 
individual como combinada. 
 
IV. Determinar si el conocimiento del mecanismo de acción de las sustancias 
individuales permitiría predecir los efectos inducidos por las mezclas. 
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1. Compuestos seleccionados para el estudio 
  
 Las propiedades físico-químicas del 3-tert-butil-4-hidroxianisol más 
conocido como butilhidroxianisol (BHA, Nº CAS: 25013-16-5) y del  propil-4-
hidroxibenzoato, conocido como propilparabeno (PPB, Nº CAS: 94-13-3) se resumen 
en la tabla 2. 
El BHA tiene un peso molecular de 180.25 g/mol y se presenta como un 
sólido de color blanco o ligeramente amarillo ceroso, con un débil olor 
característico. Es insoluble en agua, pero se disuelve en etanol al 50 % (v/v) y otros 
solventes apolares (Verhagen y col., 1991). El BHA (Sigma-Aldrich Co. EE. UU.) se 
solubilizó en etanol absoluto (Panreac Química  S.A., España) para preparar dos 
concentraciones stock de 10-1 y 10-3 M. 
 El propilparabeno es un éster del ácido p-hidroxibenzoico estable en 
presencia de aire y no volátil, con un peso molecular de 180.21 g/mol. Se presenta 
como polvo cristalino blanco, sin olor o sabor. En general, los parabenos son 
solubles en solventes orgánicos como alcoholes, éter, glicerina y propilenglicol. Los 
ésteres del ácido p-hidroxibenzoico, entre los que se incluye el PPB, son muy 
estables en un amplio rango de pH y temperatura (Soni y col., 2001; CIREP, 2008). 
Para nuestros experimentos se preparó una solución 10-1 M de PPB (Sigma-Aldrich) 
en dimetilsulfóxido (Panreac). 
Las soluciones de BHA y PPB se prepararon en fresco antes de cada 
experimento y se mantuvieron protegidas de la luz y la humedad a temperatura 
ambiente. 
Características Butilhidroxianisol Propilparabeno 
Nº CAS 25013-16-5 94-13-3 
Fórmula gráfica 
  
Fórmula química C11H16O2 C10H12O3 
Peso molecular (g/mol) 180.25 180.21 
Punto de fusión (ºC) 45.0-63.0 96.2-98.0 
pKa 8.80 8.35 
Máximo de absorbancia (nm) 226.0 256.0 
Log P 0.42 2.71 
Ingesta diaria autorizada (mg/Kg) 0.5 10.0 
 
Tabla 2. Propiedades físico-químicas del butilhidroxianisol y propilparabeno (NIEHS, 1991; 
Verhagen y col., 1991; Soni y col., 2001; Grung y col., 2007; CIREP, 2008). 
 
2. Cultivos celulares 
2.1. Línea celular 
Para llevar a cabo nuestro estudio, se ha seleccionado la línea celular 
establecida de mamífero Vero (ATCC CCL-81). Este tipo celular (figura 7) presenta 
unas determinadas características que la convierten en un modelo óptimo para la 
observación de estructuras subcelulares y la realización de los estudios 
morfológicos que se llevan a cabo en este estudio, como su citoplasma amplio y 
plano y la elevada densidad de orgánulos citoplasmáticos (Grigoriev y col., 1997). Es 
una línea celular aneuploide procedente de riñón de Chlorocebus aethiops, 
desarrollada el 27 de marzo de 1962 por Y. Yasumura y Y. Kawakita en la 
universidad de Chiba, Japón. Posteriormente fue cedida a la ATCC (American Type 
Culture Collection), en el pase 113, propagándose hasta el pase 121 para establecer 
un banco disponible de células (Yasumura y Kawakita, 1963). Se han utilizado 
ampliamente en estudios de virología y su origen renal las ha convertido también en 
un buen modelo recomendado para estudios toxicológicos (ISO, 1999; 
Sonnenbichler y col., 1999; Romero y col., 2004; Fernández Freire y col., 2009). 
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Figura 7. (A) Chlorocebus aethiops, organismo del que procede la línea celular de fibroblastos de riñón 
de mono verde africano (imagen tomada de http://www.dkimages.com). (B) Visión general de un 
cultivo de células Vero. Barra 100 µm. 
 
2.2. Infraestructura y material de cultivos. 
 
El mantenimiento de cultivos celulares in vitro requiere un elevado grado de 
esterilidad que implica el uso de un laboratorio P2, que en nuestro caso está 
equipado con el siguiente material:  
• Aparatos 
• Cabina de flujo laminar vertical FLVA150 (TDI, España) apta para un 
nivel de bioseguridad 2.  
• Incubador de CO2 Heracell 150 (Heraeus, Alemania). 
• Microscopio binocular invertido CH-BI45-2 Olympus (Japón) con 
objetivos 4x, 10x y 20x. 
• Baño termostatizado a 37 ºC (Selecta Precisterm, España). 
• Medio y suplementos. Se emplearon los siguientes medios y reactivos 
estériles distribuidos por Lonza (Bélgica). 
• Medio mínimo esencial de Dulbecco (DMEM) con 4.5 g/L de glucosa y 
rojo fenol. 
• L – Glutamina 200 mM, 0,85 % NaCl.  
• Mezcla de antibióticos: Penicilina – Estreptomicina (10.000 U/mL).  
• Suero Fetal Bovino.  
• Tampón fosfato salino 1x (PBS), pH = 7.2 – 7.4.  
• Tripsina 2,5 %.  
• Tripsina – EDTA (200 mg/L Versene EDTA).  
• Medios de cultivo.  
• Medio completo sin suero (MCSS). Mezcla de DMEM con 1 % de L 
– glutamina (v/v) y 1 % de antibióticos (v/v). 
• Medio completo con suero (MCCS). Se trata del medio en el que se 
mantiene en pase al cultivo, es MCSS al que se añade 5 % de suero 
fetal bovino (v/v). 
• Medio de congelación. Está compuesto por una mezcla de 
dimetilsulfóxido (Serva, Alemania) al 10% (v/v) en suero fetal 
bovino. 
• Material desechable. El material plástico de poliestireno estéril para el 
cultivo de células (frascos y placas multipocillo) se ha obtenido de BD 
FalconTM (BD Biosciences, EE. UU.). Los criotubos de 1.2 mL para congelación 
son de Cultek (España), mientras que los cubreobjetos de cristal de 15x15 y 
20x20 mm2 son de Menzel – Glaser (Alemania). 
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2.3. Mantenimiento de los cultivos 
El cultivo se inicia a partir de un vial de células conservadas a –80 ºC en 
medio de congelación. Tras una descongelación rápida en un baño a 37 ºC, las células 
se siembran en frascos de 25 cm2 con medio completo con suero al 5 % (v/v), 
manteniéndose a 37 ºC de temperatura en un incubador en atmósfera de 5 % de 
dióxido de carbono. Transcurrido el tiempo necesario para la adhesión de las células 
viables, normalmente 4 – 5 horas, se retira el medio de cultivo, se lavan las células 
con PBS 1x y se añaden 5 mL de medio de cultivo limpio para eliminar el 
dimetilsulfóxido (DMSO) y las células no viables. 
Una vez que las células han alcanzado un grado de confluencia entre el 70 y 
el 90 %, se realiza un subcultivo, incrementando la superficie de crecimiento. Para 
ello, se retira el medio de cultivo y se lavan las células con PBS 1x a 37 ºC. Utilizamos 
un método de disgregación enzimática con el fin de conseguir una suspensión 
celular añadiendo al frasco de cultivo unas gotas de una mezcla de tripsina/tripsina 
– EDTA 0.25 % durante 1 minuto. Transcurrido ese tiempo se retira la tripsina y se 
incuba el frasco a 37 ºC durante 5 minutos. El bloqueo de la actividad de la tripsina 
se consigue resuspendiendo las células en medio de cultivo con suero, puesto que 
este último inactiva la enzima. Una alícuota de esta suspensión se añade a un nuevo 
frasco con medio de cultivo y se deposita nuevamente en el incubador.  
Esta suspensión celular es la que se emplea para la siembra en las distintas 
placas de cultivo utilizadas en los experimentos. Con el fin de mantener las mismas 
condiciones experimentales se procedió a realizar siembras controladas con un 
número exacto de células. Para determinarlo, se realizaron recuentos empleando un 
hemocitómetro, procesando el cultivo de acuerdo con el test de exclusión de azul 
tripán. Tras recogerse las células en medio de cultivo completo con suero, se 
prepara una alícuota de suspensión celular y se mezcla con azul tripán al 0.4 % (p/v) 
(Sigma-Aldrich) a partes iguales, realizándose el recuento del número de células 
viables y no viables por mililitro, mediante una cámara de Bürker (Exacta, Alemania) 
en un microscopio Zeiss 20T con contraste de fase (Zeiss, Alemania). 
El primer paso es determinar el número real de células que hay en los 
cultivos, utilizando para ello los factores de dilución adecuados. A partir de estos 
valores se realizan los cálculos pertinentes para estimar el volumen de suspensión 
celular que se ha de sembrar. 
 
El proceso de subcultivo ha de realizarse 2 ó 3 veces por semana y en 
cualquier caso, a las células se les hará un lavado con PBS 1x y un cambio de medio 
cada 3 días. Los experimentos se realizaron siempre con células que estaban entre 
los pases 3 y 10.  
Cuando las células se encuentran en este intervalo de pases, se procede a 
crear un banco de células congeladas. La congelación consiste en hacer un lavado en 
PBS 1x y obtener una suspensión celular por tripsinización, parando la reacción con 
medio de congelación. Ésta suspensión celular se transfiere a un criotubo y se 
dispone en un recipiente con isopropanol (Panreac), dentro de un arcón a -80 ºC. De 
este modo, se consigue que el proceso de congelación sea gradual, con un descenso 
de la temperatura de 1 ºC cada minuto. La presencia de DMSO en el medio de 
congelación evita la formación de cristales de agua en las células y la consiguiente 
ruptura de las membranas celulares. Los viales pueden permanecer congelados a      
Nº de células = Nº obtenido en el recuento x 2 x volumen muestra (mL) x 1x104 
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-80 ºC varios meses manteniendo su capacidad de regeneración, aunque ésta se va 
perdiendo de manera gradual. 
2.4. Condiciones de tratamiento 
2.4.1. Exposición continua 
Se procedió a la siembra de 8x104 células/mL para los experimentos con una 
duración no superior a 24 horas. Transcurridas entre 20 y 24 horas de la siembra 
exacta y siempre dentro del periodo de crecimiento exponencial del cultivo, las 
células fueron expuestas a las distintas concentraciones de los compuestos (tabla 3). 
Las soluciones de BHA y PPB se esterilizaron empleando filtros de 0,22 μm 
(Millipore®, E.E.U.U.), una vez disueltas en medio de cultivo en la denominada 
solución de ensayo. 
  
 
 
La preparación de las distintas concentraciones de droga se realizó en fresco a 
partir de sus soluciones iniciales, siempre en MCCS al 1 % (v/v). La disminución al 
mínimo del porcentaje de suero minimiza la unión inespecífica de los compuestos a 
estudiar con las proteínas del suero, que puede ser muy elevada en algunos casos. 
De este modo, se consigue que la concentración nominal y la efectiva sean lo más 
similares posible. El suero no se elimina totalmente, porque las células son 
dependientes para su normal adhesión y proliferación. El porcentaje de disolvente 
fue ≤1 % (v/v) para el etanol y ≤0.5 % (v/v) para el dimetilsulfóxido, de modo que 
no mostraron efecto sobre el cultivo, como determinaron los correspondientes 
controles. Transcurrido el tiempo de incubación con las distintas concentraciones de 
los compuestos, se procesaron las células según los requerimientos específicos de 
cada prueba.  
2.4.2. Toxicidad retardada 
Tras proceder con la siembra del cultivo (2.5x104 células/mL), expusimos a las 
células al tóxico a evaluar durante el tiempo estimado (24 h). Tras esta incubación, 
retiramos el medio con droga, lavamos con PBS 1x abundantemente y lo sustituimos 
por medio de cultivo completo al 5 % (v/v) sin droga durante el tiempo elegido (24 
y 48 horas). Al finalizar este periodo, se cuantificó el efecto producido empleando 
diferentes parámetros.  
3. Diseño del protocolo experimental 
El diseño experimental, el modelo biológico y los parámetros a evaluar son 
los tres factores implicados en la calidad y la especificidad de los datos que se 
obtienen en los estudios que emplean modelos in vitro (Gómez-Lechón y Castell, 
1995). 
 
El abordaje de los estudios de mezclas que proponemos en este trabajo, 
requiere un protocolo de actuación estructurado en etapas consecutivas que se 
resume en la figura 8. Nuestra propuesta parte del conocimiento de los efectos 
tóxicos de las sustancias químicas a evaluar tanto en el modelo experimental elegido 
para llevar a cabo el estudio, como en otros diferentes a los que tenemos acceso por 
medio de la información bibiliográfica. 
 
 
Compuesto Solución inicial Rango de concentraciones 
BHA 10-1 y 10-3 M 1 - 300 µM 
PPB 10-1 M 50 - 500 µM 
Tabla 3. Preparación de las dosis de BHA y PPB ensayadas. 
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Figura 8. Fases del diseño experimental propuesto para el estudio de mezclas químicas.  
 
En una primera etapa, se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad basal de 
los compuestos individuales que componen la mezcla, que incluyen estudios de 
viabilidad, proliferación y morfología celular general. El análisis microscópico de la 
morfología celular se basa en diversas recomendaciones que permiten poner de 
manifiesto interferencias con estructuras esenciales para la supervivencia que no 
siempre son detectables con los ensayos cuantitativos de citotoxicidad basal (Ekwall 
y col., 1990; Spielmann y col., 1999; Fernández Freire y col., 2009). La morfología 
celular general se estudió seleccionando concentraciones de relevancia para cada 
compuesto, aplicando técnicas sencillas que permiten definir el efecto tóxico.  
 
Los estudios de toxicidad individual se realizaron con exposiciones de 24 
horas, un tiempo recomendado para este tipo de ensayos, puesto que supera la 
duración de un ciclo de división del cultivo (ICCVAM, 2001; Castaño y Gómez-
Lechón, 2005; Gulden y col., 2005). Esta aproximación nos permite determinar parte 
del perfil toxicológico de los compuestos, precisando el rango de toxicidad basal de 
cada uno de ellos.  
 
En esta fase, el trabajo de revisión bibliográfica permitió construir un listado 
de potenciales alteraciones o dianas sobre las que los compuestos tienen capacidad 
de interaccionar de manera individual o en combinación. 
 
En una segunda etapa y en base a todos los datos previos, se procede a 
establecer las concentraciones que se emplearán para analizar la toxicidad de la 
mezcla por medio de un diseño factorial completo. Este tipo de análisis obliga a 
evaluar un elevado número de grupos de tratamiento (2n, donde n es el número de 
sustancias que componen la mezcla), ya que es necesario el estudio de todas las 
combinaciones intermedias posibles. Además, con los datos de la toxicidad 
individual obtenidos, se puede proceder a estimar el efecto combinado que 
Material y Métodos 
24 
 
esperaríamos obtener en nuestro sistema modelo, siempre que se cumplan las 
asunciones matemáticas del modelo predictivo. 
La metodología que se emplea en la evaluación del efecto combinado en esta 
segunda fase del estudio fue la misma que se usó en la primera etapa (viabilidad, 
proliferación y morfología celular general). Además, los tratamientos individuales 
fueron incluidos de nuevo en todos los experimentos para controlar que el efecto 
que se observa de manera individual no difería del obtenido previamente. Con los 
resultados obtenidos en esta segunda etapa, se procedió a analizar qué 
combinaciones producían efectos tóxicos más relevantes para llevar a cabo el 
estudio del modo y/o mecanismo de acción tóxica de estas mezclas.  
En una tercera etapa, se emplearon técnicas específicas que ayudan a 
definir las rutas de daño implicadas en el proceso tóxico observado, lo que nos 
ayudó a determinar si el modo de acción propuesto es correcto.  
Nuestro diseño experimental incorpora una gran variedad de pruebas que 
cubren un amplio rango de mecanismos de acción tóxica, sin ser un conjunto 
cerrado, ya que una de las grandes ventajas del sistema utilizado, es la posibilidad de 
incrementar la batería de técnicas empleadas según vayan surgiendo necesidades 
durante la evaluación. En nuestro trabajo hemos empleado ensayos que permiten 
conocer la integridad de las membranas celulares, la fisiología mitocondrial, el 
estado del citoesqueleto, la adhesión celular, el daño al ADN, el nivel de expresión 
génica y de proteínas, el estrés oxidativo y el progreso del ciclo celular entre otras.  
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4. Metodología 
4.1. Viabilidad celular 
 
4.1.1. Reducción del MTT 
 
Fundamento  
Cuando la sal de tetrazolio MTT (3 – [4, 5 – dimetiltiazolil – (2)] – 2, 5 – difenil 
– 2H – bromuro de tetrazolio) se añade al medio de cultivo, las células viables la 
incorporan en su interior y una vez en el citoplasma, atraviesa la doble 
membrana mitocondrial donde la enzima, succinato deshidrogenasa, reduce el 
MTT soluble a formazán insoluble de color azul. 
Las células muertas y las dañadas en su membrana plasmática, o con la 
función mitocondrial alterada como consecuencia de la acción citotóxica de un 
xenobiótico, no pueden reducir el MTT y por lo tanto, no producen formazán azul. 
Una vez retirado el medio, se solubiliza convenientemente el producto final y se 
procede a la lectura del color desarrollado que, en comparación con el 
cuantificado en los cultivos control, es un indicador directo del número de células 
que permanecen funcionales. 
El test del MTT se ha realizado básicamente según el protocolo descrito por 
Mosmann (1983), pero utilizando DMSO puro como disolvente del formazán de 
acuerdo al procedimiento descrito por Denizot y Lang (1986). 
 
Reactivos 
• MTT (Sigma-Aldrich). 
• PBS 1x. 
• Medio completo sin suero. 
• Dimetilsulfóxido (Panreac). 
 
Procedimiento 
• Se preparó una solución stock del MTT 5 mg/mL en tampón fosfato salino 
1x. Una vez disuelta se esterilizó por filtración mediante un filtro Millipore® 
0.22 µm y se conservó en un frasco de vidrio opaco a 4 ºC.  
• Esta solución stock se diluyó antes del ensayo en medio completo sin suero 
en la proporción 1/11 y se mantuvo a 37 ºC.  
• En condiciones de esterilidad y una vez finalizado el tratamiento, se vació 
el medio de cultivo de los pocillos por aspiración y se lavaron dos veces con 
tampón fosfato salino 1x a 37 ºC.  
• Se añadió a cada pocillo 1 mL de medio de cultivo con el MTT ya 
incorporado y se incubaron las placas durante 2 horas a 37 ºC y con 
atmósfera de CO2 del 5 %. 
• Tras la incubación y fuera de cabina, se retiró el medio por aspiración, 
apurando bien los pocillos.  
• Se añadió a cada pocillo 1 mL de DMSO y para facilitar la disolución del 
formazán se utilizó un baño de ultrasonidos (Branson 2200) en el que se 
efectuaron 3 pulsos de 5 segundos.  
• Transcurridos 10 minutos a temperatura ambiente, se procedió a leer el 
color desarrollado.  
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Lectura y procesamiento de los datos 
• Se ajustó el lector de placas SPECTRAFluor (Tecan, Austria). Modo: 
Fotométrico (Absorbancia). λ= 570 nm. 
• A los resultados obtenidos, se les restó convenientemente el blanco medido 
previamente.   
• El cálculo del porcentaje de viabilidad con respecto al control se realizó 
dando el valor 100 a la media de absorbancia de los controles. 
 
4.1.2. Captura de rojo neutro 
 
Fundamento 
Con el fin de evaluar la integridad de las membranas celulares y en especial las 
del compartimento endosomal, se empleó el test del rojo neutro, que consiste en 
la captación de dicho colorante vital por parte de los lisosomas de células con 
membranas no dañadas. El rojo neutro presenta gran afinidad por 
compartimentos ácidos, por ello tiene gran preferencia por el compartimento 
endosomal. El mecanismo por el cual el colorante queda recluido en el interior, es 
la protonación de la molécula. El compuesto con una carga positiva no puede 
atravesar las membranas y se almacena en los lisosomas. La cuantificación del 
colorante vital incorporado por las células es llevada a cabo por medidas de 
absorbancia, a 542 nm, del colorante extraído por una mezcla de ácido 
acético/etanol, existiendo una relación lineal entre la densidad óptica y el 
número de células vivas (Borenfreund y Puerner, 1985). 
 
Reactivos 
• Rojo neutro (Merck, Alemania). 
• PBS 1x. 
• Medio completo sin suero. 
• Cloruro de calcio (Merck). 
• Formaldehído (Panreac). 
• Etanol absoluto (Panreac). 
• Ácido acético glacial (Merck). 
• Agua destilada. 
 
Procedimiento 
• La solución madre de rojo neutro (4 mg/mL) en agua bidestilada 
esterilizada por filtración mediante un filtro Millipore® 0.22 µm se 
conservó en un frasco de vidrio opaco a 4 ºC. 
• Con ella se preparó una solución en medio de cultivo completo sin suero 
(50 µg/mL) que se dejó toda la noche en estufa a 37 ºC y se centrifugó antes 
de usarlo durante 10 minutos a 1500 r.p.m para retirar los precipitados 
cristalinos.  
• Tras retirar el medio por aspiración una vez acabado el tratamiento 
deseado y en condiciones de esterilidad, se lavaron los pocillos con PBS 1x 
a 37 ºC. 
• Posteriormente, se añadió a cada pocillo 1 mL de medio de cultivo con rojo 
neutro ya incorporado y se incubaron las placas durante 3 horas a 37 ºC y 
con atmósfera de CO2 del 5 %. 
• Transcurrido este tiempo, se retiró el medio por aspiración y para el lavado 
de los pocillos, se empleó un tampón que contenía formaldehído al 1 % 
(v/v) y CaCl2 al 1 % (p/v) en agua destilada. 
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• Una vez lavados los pocillos, se retiró el tampón por aspiración apurando 
bien los pocillos. Se añadió el tampón de extracción del colorante que era 
una mezcla de 1 % de ácido acético glacial (v/v) y 50 % de etanol absoluto 
(v/v) en agua destilada. Para facilitar la extracción del colorante 
incorporado se utilizó un baño de ultrasonidos (Branson 2200) en el que se 
efectuaron 3 pulsos de 5 segundos.  
• Transcurridos 10 minutos a temperatura ambiente, se procedió a leer el 
color desarrollado.  
 
Lectura y procesamiento de los datos 
• Se ajustó el lector de placas SPECTRAFluor. Modo: Fotométrico 
(Absorbancia). λ= 542 nm. 
• A los resultados obtenidos, se les restó convenientemente el blanco medido 
previamente.   
• El cálculo del porcentaje de viabilidad con respecto al control se realizó 
dando el valor 100 a la media de absorbancia de los controles. 
 
4.1.3. Ensayo de exclusión de azul tripán 
 
Fundamento 
Se empleó el test de exclusión de azul tripán porque es un ensayo rápido, 
sencillo y sensible que evalúa la integridad de la membrana plamática, como una 
pieza clave en el mantenimiento de la viabilidad celular.  
 
Reactivos 
 PBS 1x. 
 Tripsina y tripsina-EDTA. 
 Medio completo con suero. 
 Azul Tripán 0.4 % (Sigma-Aldrich). 
 
Procedimiento 
 Tras el tratamiento, se recogieron por separado las células del 
sobrenadante y las que permanecían ancladas al sustrato siguiendo los 
pasos descritos anteriormente para la tripsinización. 
 Se preparó una mezcla de suspensión celular y azul tripán como se explicó 
para los recuentos de número de células. 
 
Recuento y procesamiento de los datos 
 En primer lugar, se determinó el número real de células que había en los 
cultivos analizados. En este caso, se realizó el recuento separando las 
células marcadas con azul tripán de las no marcadas. 
 Con estos datos, se pudo calcular el porcentaje de células positivas a azul 
tripán, que son aquellas que presentan fallos en la integridad de la 
membrana plasmática. 
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4.2. Análisis de la proliferación 
 
4.2.1. Método de Bradford 
 
Fundamento 
Cuando la acción tóxica de un xenobiótico ocasiona la muerte de las células de 
un cultivo, las interacciones con la biomatriz dejan de ser estables y la unión con 
el soporte del cultivo se rompe. Así pues, las células muertas que se desprenden y 
permanecen flotando son eliminadas fácilmente cuando se retira el medio de 
cultivo y se lava la monocapa. En estas circunstancias, la determinación de la 
proteína celular que permanece retenida en los pocillos en comparación con la de 
los cultivos controles es un indicador directo del porcentaje de células vivas.  
La técnica empleada se basa en el método de Bradford (1976), con ligeras 
modificaciones para adaptarlo a las condiciones limitantes de volumen de las 
placas de 24 pocillos en las que fue realizado el ensayo. Este método se basa en la 
tinción inespecífica de proteínas con azul de Comassie (G – 250). La 
cuantificación se consigue por lectura colorimétrica a 595 nm e interpolación con 
los puntos de una recta patrón de albúmina de suero bovino (BSA) al 1% (p/v).  
 
Reactivos 
 PBS 1x. 
 Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich).  
 Agua destilada. 
 Reactivo de Bradford concentrado (BioRad, Alemania). 
 
Procedimiento 
 Se construyó una recta patrón de concentraciones conocidas (0 a 25 
µg/mL), donde la absorbancia del colorante muestra linealidad partiendo 
de una solución madre de BSA (100 µg/mL) en agua destilada, justo antes 
de la valoración. 
 Muestras a estudio. 
i. Una vez finalizado el tratamiento se lavaron los pocillos dos veces 
con tampón fosfato salino 1x a 37 ºC. Después, se añadieron 0.5 mL 
de PBS 1x en cada pocillo y se lisaron las células de la placa mediante 
el empleo de un rascador. 
ii. En otra placa vacía, se procesaron las muestras: a 680 µL de agua 
destilada se les añadieron 120 µL de lisado celular de cada pocillo y 
posteriormente se agregaron 200 µL del reactivo de Bradford 
concentrado. Se agitó la placa y se leyó a 595 nm. Cuando los valores 
de absorbancia se salieron del rango de valores de la recta patrón, 
hubo que diluir partiendo del lisado de células.  
 
Lectura y procesamiento de los datos 
 Se ajustó el lector de placas SPECTRAFluor. Modo: Fotométrico 
(Absorbancia). λ = 595 nm. 
 Tras la lectura de la densidad óptica de las placas, se interpoló sobre la 
recta patrón.  
 Se calculó la cantidad de proteína real en cada pocillo multiplicando por el 
factor de dilución. El contenido de proteína celular total se representó 
como porcentaje respecto al control, dando el valor 100 a la media de los 
controles. 
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4.2.2. Análisis de la tasa de división 
 
Fundamento 
 La interacción de sustancias tóxicas con las células de un cultivo puede 
ocasionar alteraciones en el normal desarrollo del ciclo celular. Estos efectos se 
traducen en variaciones de las tasas de división, bien incrementando o bien 
inhibiendo la proliferación celular. La determinación del índice mitótico nos 
permite realizar un estudio detallado del porcentaje de células del cultivo que se 
encuentran en división. La clasificación de las células en cada una de las fases de 
la mitosis se realiza siguiendo los criterios morfológicos clásicos, mediante 
tinción específica de la cromatina. 
Para llevar a cabo los recuentos se emplearon células crecidas en cubreobjetos 
y teñidas con un fluorocromo que se intercala específicamente en el canal menor 
del ADN, Hoechst 33258 (2’ – 4 - (Hidroxifenil) – 5 - (4 – metil – 1 - piperazinil) - 
2, 5’ – bis - 1H – benzimidazol). 
   
Reactivos 
 Metanol absoluto (Panreac). 
 Hoechst 33258 (Riedel-de Haën®, Alemania) 
 Agua destilada. 
 PBS 1x. 
 DePex® (Serva). 
 
Procedimiento 
 Fijación en metanol absoluto a –20 ºC durante 7 minutos. 
 Incubación durante 1 minuto a temperatura ambiente en presencia de la 
disolución 5 µg/mL de Hoeschst 33258 en agua destilada.  
 Lavado en PBS 1x.  
 Dejar secar y montar en DePex®.  
  
Recuento y procesamiento de los datos 
El recuento del número de células que se encuentran en cada fase de la mitosis 
nos permite obtener los valores del índice mitótico (IM), pero también del índice 
de fases. El IM representa la tasa de división del cultivo y es el porcentaje de 
células que se encuentran en mitosis respecto del total de células contadas, 
mientras que el índice de fases (IF) expresa el porcentaje de células que se 
encuentran en cada fase de la mitosis, respecto del total de células que están en 
división. 
 
 
 
 
 
 
4.2.3. Análisis de ciclo celular mediante citometría de flujo 
Fundamento 
El análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo se basa en la 
capacidad del colorante ioduro de propidio de emitir fluorescencia tras unirse en 
el ADN de manera estequiométrica. Aplicando esta propiedad al hecho de que la 
carga de ADN de una célula varía a lo largo del ciclo celular, podemos cuantificar 
la cantidad de material genético y posteriormente calcular el porcentaje de 
células en cada fase del ciclo celular, mostrándolo como un histograma. El ioduro 
IM = (Nº de células en división / Nº de células totales) x 100 
IF = (Nº de células en cada fase / Nº de células en división) x 100 
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de propidio tiene también capacidad de interaccionar con el ARN y para evitar 
esta posible interacción, la muestra fue procesada con ribonucleasa A (RNAsa A) 
con el fin de eliminarlo y evitar distorsiones en el análisis.  
 
Reactivos 
 Tripsina y tripsina-EDTA. 
 Tampón fosfato salino 1x. 
 Etanol 70 % (Panreac). 
 RNAsa A de páncreas bovino (Sigma-Aldrich). 
 Citrato de sodio tribásico dihidratado (Merck). 
 Ioduro de propidio (Sigma-Aldrich). 
 
Procedimiento 
 Tras el tratamiento, se recogieron las células del sobrenadante y las que 
permanecían ancladas al sustrato siguiendo los pasos descritos 
anteriormente para la tripsinización.  
 Se centrifugaron 10 minutos a 1500 r.p.m. y se retiró el medio. Se 
resuspendió el sedimento en 1 mL de PBS 1x y se volvió a centrifugar 
durante otros 10 minutos a 1500 r.p.m. 
 Se retiró el tampón fosfato salino 1x y se añadió 1 mL de etanol 70 % frío (-
20 ºC) gota a gota, mientras lentamente se agitaban las células en un vórtex. 
Así se almacenaron a 4 ºC durante al menos 18 horas.  
 Tras resuspender el sedimento, se centrifugaron las células 10 minutos a 
1500 r.p.m. Se retiró el sobrenadante y se añadió 1 mL de tampón de ciclo 
(RNAsa A 50 µg/mL y ioduro de propidio 50 µg/mL en citrato sódico 
tribásico dihidratado al 0.1 % (p/v) en agua bidestilada). 
 Se mezcló bien y las células se incubaron 30 minutos en oscuridad.  
 Tras este tiempo, se cuantificó la carga de ADN de las células mediante 
citometría de flujo.  
 
Recuento y procesamiento de los datos 
Se utilizó un sistema de citometría Coulter EPICS® XL-MCLTM (Beckman 
Coulter Inc., EE. UU.), equipado con un láser de Argón 488 para el análisis de 
muestras. Se cuantificó la carga de ADN de al menos 15.000 células por 
experimento y se realizaron al menos tres réplicas de cada uno. Los datos se 
procesaron mediante las aplicaciones Expo32 ADC (Beckman Coulter Inc.) y 
ModFit LTTM 3.0 (Verity Software House Inc., EE. UU.).  
 
4.3. Morfología celular 
 
4.3.1. Tinción con azul de toluidina 
 
Fundamento 
El estudio de las alteraciones en la morfología celular son el paso previo al 
estudio morfológico subcelular. El azul de toluidina (fenotiazin – 5 – io – 3 – 
amino – 7 - (dimetilamino) – 2 - metil cloruro) es un colorante acidófilo 
inespecífico que nos permite observar células fijadas y crecidas sobre 
cubreobjetos de forma  rápida y sencilla. 
 
Reactivos 
• Metanol absoluto (Panreac). 
• Azul de toluidina (Sigma-Aldrich). 
• Agua destilada. 
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• Xileno (Panreac). 
• EuKitt® (Fluka, Alemania). 
 
Procedimiento y observación 
• Los estudios de microscopía óptica de campo claro fueron llevados a cabo 
en cubreobjetos y para ello, tras la exposición a los xenobióticos, se retiró el 
medio y se fijaron las células con metanol absoluto a –20 ºC durante 7 
minutos y se dejaron secar.  
• Después, se procedió con la tinción con azul de toluidina 0.025 % (p/v) en 
agua destilada durante 20 segundos. 
• Por último, se realizó un lavado en agua destilada y el montaje de los 
preparados en EuKitt®, tras dejar secar los cubreobjetos teñidos y realizar 
una breve inmersión en xileno. 
 
4.4. Marcadores de daño subcelular 
 
Los distintos xenobióticos a los que se ven expuestas las células pueden 
actuar sobre dianas intracelulares específicas. Por lo tanto, el estudio del daño 
subcelular es de gran interés, ya que puede aportar información sobre el mecanismo 
citotóxico del compuesto. Estos análisis se llevaron a cabo tanto sobre células fijadas 
como con material in vivo. 
 
4.4.1. Marcaje supravital con naranja de acridina 
 
Fundamento 
La observación del patrón de distribución de los lisosomas se llevó a cabo in 
vivo mediante un protocolo de marcaje supravital con naranja de acridina (3, 6 – 
bis (dimetilamino) acridina). Este compuesto presenta unas características físico 
– químicas que permiten su acumulación en los lisosomas debido al pH ácido de 
los mismos. La elevada concentración favorece la formación de oligómeros de 
naranja de acridina, que provocan un efecto metacromático, por lo que los 
lisosomas luz en el rango del naranja – rojo, mientras que el resto de estructuras 
citoplasmáticas emiten luz verde cuando se excitan con luz azul (Millot y col., 
1997). 
 
Reactivos 
 Naranja de acridina (BDH Chemicals, Reino Unido). 
 Medio completo sin suero.  
 PBS 1x. 
 
Procesamiento y observación 
 Una vez finalizado el tratamiento deseado, y lavadas las células crecidas en 
cubreobjetos con tampón fosfato salino 1x, se añadió a cada pocillo una 
mezcla de naranja de acridina 10 µM en medio de cultivo sin suero.  
 Tras una incubación de 8 minutos a 37 ºC, se retiró la mezcla, se lavaron las 
células abundantemente con tampón fosfato salino 1x y rápidamente se 
procedió a la observación mediante microscopía óptica de fluorescencia 
empleando un filtro de excitación azul (λ= 470 – 490 nm), un filtro de 
barrera de 520 nm. 
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4.4.2. Marcaje supravital con rodamina 123 
 
Fundamento 
Para estudiar la distribución in vivo del retículo mitocondrial de las células 
Vero en cultivo, se empleó rodamina 123 (2 - (6 – amino – 3 – imino - 3H – xanten 
– 9 - il) ácido benzoico metil éster). La presencia de una carga deslocalizada junto 
con su lipofilicidad, permite que este colorante vital se acumule selectivamente 
en las mitocondrias, gracias al potencial de membrana existente en la membrana 
mitocondrial interna (Chen, 1988).  
 
Reactivos 
 Rodamina 123 (Sigma-Aldrich). 
 Medio completo sin suero.  
 PBS 1x. 
 
Procesamiento y observación 
 Tras el tratamiento pertinente, las células crecidas en cubreobjetos se 
lavaron en tampón fosfato salino 1x y se añadió 1 mL de la mezcla de 
rodamina 123 (6.5 µg/mL) en medio completo sin suero a cada pocillo.  
 La observación se realizó tras 8 minutos de incubación a 37 ºC y un triple 
lavado de las células con tampón fosfato salino 1x, en el microscopio óptico 
de fluorescencia con un filtro de excitación azul (λ= 470 – 490 nm) y un 
filtro de barrera de 520 nm. 
 
4.4.3. Análisis de la morfología nuclear 
 
Fundamento 
El estudio de la morfología nuclear es un parámetro de gran interés en 
estudios toxicológicos. El marcaje específico de ADN con Hoechst 33258 permite 
analizar los distintos estados de la cromatina: laxa, fragmentada y/o condensada, 
entre otras. Hay que indicar que el estudio se llevó a cabo sobre células adheridas 
y desprendidas del sustrato, procedentes de los estudios de integridad de la 
membrana plasmática y de adhesión, lo que permitió complementar estos 
análisis.  
 
Reactivos 
 PBS 1x. 
 Tripsina. 
 Tripsina-EDTA. 
 Medio completo con suero. 
 Metanol absoluto (Panreac). 
 Hoechst 33258 (Riedel-de Haën®). 
 
Procesamiento y observación 
 La exposición de las células a los diferentes compuestos se realizó en 
frascos de 25 cm2. De ellos se recogió el medio de cultivo con las células 
flotantes que fueron cuantificadas con el ensayo de azul tripán, que 
posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 r.p.m.  
 Se fijó el pellet obtenido con metanol absoluto a –20 ºC y se guardaron en el 
congelador. Antes de la visualización, una alícuota se tiñó con Hoechst 
33258 1 mg/mL en proporción 1:10.  
 Para las células adheridas, se realizó una tripsinización y resuspensión en 
MCCS, tras la cual se continuó el protocolo exactamente igual que para las 
células en suspensión. 
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 La mezcla se observó en un microscopio óptico de fluorescencia con un 
filtro de excitación ultravioleta (λ = 360 – 370 nm), con un filtro de barrera 
de 420 nm, procediéndose al recuento de células clasificándolas en 
diferentes categorías. 
 
4.4.4. Integridad del citoesqueleto de actina 
 
Fundamento 
La estabilidad de los microfilamentos de actina es vital para el 
mantenimiento de la homeostasis celular. Debido a que la dinámica de este 
componente del citoesqueleto es muy elevada, las alteraciones observadas por la 
acción de los xenobióticos pueden resultar muy tempranas, por lo que puede 
considerarse una estructura centinela. 
La potente toxina de Amanita phalloides, faloidina, presenta gran afinidad 
por los microfilamentos de actina, los estabiliza e impide su despolimerización, 
actuando como ligando específico y permitiendo la visualización microscópica de 
los mismos al conjugarla con isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC). 
 
Reactivos 
• PBS 1x. 
• Formaldehído (Panreac). 
• Triton® X 100 (Merck) 
• Faloidina conjugada con TRITC (Sigma-Aldrich). 
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich). 
• Hoechst 33258 (Riedel-de Haën®).  
• ProLong® antifade Gold reagent (Molecular Probes Inc., EE. UU.). 
 
Procesamiento y observación 
 Las células crecidas en cubreobjetos tras los diferentes tratamientos, 
fueron fijadas durante 10 minutos en formaldehído al 10 % (v/v) en PBS 
1x. 
 Se permeabilizaron con Triton® X 100 al 0.5 % (v/v) en PBS durante 5 
minutos a temperatura ambiente. 
 La faloidina rodaminada diluida 1:250 desde la concentración comercial en  
una solución de BSA al 1 % (v/v) en PBS 1x, se incubó 30 minutos a 37 ºC 
en cámara húmeda. 
 Tras lavar tres veces con PBS 1x, se realizó una contratinción de núcleo 
mediante Hoechst 33258 (5 µg/mL) y se montaron los preparados con 
ProLong® antifade Gold reagent. 
 La observación de los preparados se llevó a cabo empleando microscopía 
óptica de fluorescencia con filtro de excitación verde (λ= 540 – 580 nm) 
para los microfilamentos de actina y ultravioleta (λ= 360 – 370 nm) para 
los núcleos, con filtros de barrera de 610 y 420 nm respectivamente. 
 
4.4.5. Integridad del citoesqueleto de microtúbulos 
 
Fundamento 
Multitud de xenobióticos son capaces de provocar alteraciones sobre la 
conformación del citoesqueleto de microtúbulos y sobre la dinámica del huso 
mitótico. La integridad del citoesqueleto de microtúbulos se puso de manifiesto 
mediante inmunofluorescencia indirecta para α-tubulina y contratinción con 
Hoechst 33258. Para complementar el estudio, los husos mitóticos se analizaron 
mediante una doble inmunofluorescencia indirecta para citoesqueleto de α- y γ-
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tubulina, contrateñida con Hoechst 33258, de modo que permitiera el análisis de 
los microtúbulos del huso mitótico, los centriolos y los cromosomas. 
 
Reactivos 
• Metanol absoluto (Panreac). 
• Agua destilada. 
• Triton® X 100. 
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich).  
• PBS 1x. 
• Anticuerpo anti-γ-tubulina desarrollado en ratón. 
• Anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con TRITC. 
• Anticuerpo anti-α-tubulina desarrollado en ratón. 
• Anticuerpo secundario anti–ratón conjugado con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC). 
• Hoechst 33258 (Riedel-de Häen®). 
• ProLong antifade Gold reagent (Molecular Probes Inc.). 
 
Procesamiento y observación 
 Las células crecidas en cubreobjetos se fijaron con metanol absoluto a –20 
ºC durante 7 minutos y tras retirar el fijador se dejaron secar al aire. 
 Se lavaron en agua destilada, se permeabilizaron durante 10 minutos con 
Triton® X 100 al 0.5 % (v/v) en PBS 1x y se bloqueó con albúmina de suero 
bovino en PBS al 5% (v/v) durante otros 10 minutos.  
 Se realizaron cuatro incubaciones secuenciales con los distintos 
anticuerpos, primero γ-tubulina y su secundario anti-ratón conjugado con 
TRITC y posteriormente α-tubulina y su secundario anti-ratón conjugado 
con FITC. 
 Los anticuerpos primarios se incubaron durante 1 hora a 37 ºC y los 
secundarios se incubaron durante 45 minutos a 37 ºC en cámara húmeda y 
todos a una disolución 1:100 desde la concentración comercial (tabla 4) en 
BSA/PBS 1x al 1% (v/v).  
 
Anticuerpos 
Nombre Síntesis 
Casa 
comercial 
Concentración 
comercial 
Anti α-Tubulina Ratón Sigma 3.8 mg /mL 
Anti γ-Tubulina Ratón Sigma 2.3 mg /mL 
Anti-ratón-FITC Cabra Sigma 2.0 mg /mL 
Anti-ratón-TRITC Cabra Sigma 3.9 mg /mL 
 
Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la detección inmunofluorescente de 
α- y γ-tubulina. 
 
 Finalmente, se realizó una contratinción para núcleo con Hoechst 33258 (5 
µg/mL) siguiendo el protocolo usual y se montó con ProLong® antifade 
gold reagent. Cuando la inmunofluorescencia indirecta se realizó sólo 
contra la α-tubulina, se procedió de la misma manera sin realizar la 
primera inmunodetección. 
 La observación se realizó en un microscopio óptico de fluorescencia con 
filtro de excitación azul (λ= 470 – 490 nm) para los microtúbulos, verde (λ= 
545 – 580 nm) para los centriolos y ultravioleta (λ= 360 – 370 nm) para los 
núcleos. El microscopio incorporaba filtros de barrera de longitudes de 
onda 520, 610 y 420 nm respectivamente. 
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4.5. Análisis específicos de daño al ADN 
 
La exposición a agentes tóxicos puede provocar respuestas que dañan el 
ADN, por este motivo se procedió a analizar diferentes biomarcadores de 
genotoxicidad como los niveles de 8-OHdG, el porcentaje de células con roturas de 
doble cadena de ADN y la integridad de los cromosomas con Colcemida®. 
 
4.5.1. Inmunodetección de 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG) 
 
Fundamento 
Las bases de ADN son especialmente susceptibles a la oxidación mediada por 
las ERO. El bajo potencial redox de las guaninas hace que estas bases sean 
particularmente vulnerables y puede transformarlas en diversos productos de 
guanina oxidada (Burrows y Muller, 1998). Por este motivo, la localización de 8-
hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG) es un parámetro útil y rápido para 
detección de daño oxidativo al ADN (Yarborough y col., 1996). 
 
Reactivos 
• Acetona (Panreac) 
• RNAsa A (Sigma-Aldrich). 
• PBS 1x. 
• Hidróxido de sodio (Panreac). 
• Cloruro de sodio (Panreac). 
• Etanol 40 % (Panreac). 
• Triton® X 100 (Merck). 
• Peróxido de hidrógeno 30 % (Panreac). 
• Agua destilada. 
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich). 
• Anticuerpo desarrollado en ratón anti-8-OHdG (JaICA, Japón). 
• Anticuerpo secundario panespecífico biotinilado del kit Histostain® SP 
(Zymed Laboratories Inc., EE. UU.). 
• Estreptavidina-peroxidasa del kit Histostain® SP (Zymed Laboratories 
Inc.). 
• Diaminobencidina (Sigma-Aldrich). 
• Eukitt® (Fluka). 
 
Procesamiento y observación 
 Las células crecidas en cubreobjetos y expuestas a los diferentes 
tratamientos fueron fijadas durante 10 minutos en acetona a 4 ºC en placas 
de Petri de vidrio. Se retiró el fijador y se dejaron secar al aire en la 
campana extractora de gases.  
 Se degradó el ARN de las muestras empleando ribonucleasa A 50 µg/ml en 
PBS 1x durante 1 hora a 37 ºC.  
• Tras varios lavados, se incubó la muestra durante 5 minutos a 4 ºC con 
tampón desnaturalizante compuesto por: NaOH 70 mM, NaCl 0.14 M y 
etanol 40 % (v/v) en agua destilada. 
 Se permeabilizó el material durante 5 minutos a 4 ºC con Triton® X 100 en 
PBS 1x al 0.5 % (v/v). 
 Durante 15 minutos a 4 ºC, se inactivó la peroxidasa endógena con una 
solución de peróxido de hidrógeno al 3 % (v/v) en agua destilada.  
 Posteriormente, se realizó un bloqueo a temperatura ambiente con BSA al 
5 % (v/v) en PBS 1x durante 10 minutos. 
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 La incubación con el anticuerpo primario anti-8-OHdG (5 µg/ml) se llevó a 
cabo durante 18 horas a 4 ºC en cámara húmeda.  
 Se realizaron dos lavados en PBS 1x, se volvió a permeabilizar con la 
solución al 0.5 % (v/v) de Triton® X 100 en PBS 1x y se incubaron las 
muestras con el anticuerpo secundario panespecífico biotinilado durante 
10 minutos a 37 ºC en cámara húmeda.  
 Se lavó dos veces con PBS 1x y para detectar el anticuerpo secundario se 
añadió estreptavidina-peroxidasa durante 10 minutos a temperatura 
ambiente, también en cámara húmeda. 
 Tras volver a lavar con PBS 1x, se reveló con diaminobencidina (DAB) 5 
mg/mL en PBS 1x durante 3 minutos a temperatura ambiente y en 
oscuridad. A esta disolución se añadieron 3 gotas de H2O2 al 3 % (v/v) en 
en cada 10 mL de agua destilada justo antes de la incubación. 
 Finalmente, se lavaron los cubreobjetos, se dejaron secar y posteriormente 
se montaron en Eukitt®.  
 
Análisis de imagen 
La cuantificación de la señal 8-OHdG positiva empleando ImageJ 1.41o se 
realizó siguiendo el protocolo de Tokoyuni y colaboradores  (1997): 
 Las imágenes de diferentes campos capturados al azar en las mismas 
condiciones de intensidad de luz, tiempos de exposición y sensibilidad de 
la cámara, se transformaron a imagen en escala de grises y se procesaron 
hasta obtener los resultados de intensidad y tamaño de cada núcleo.  
 A partir de estos datos, se calculó el índice 8-OHdG según la siguiente 
ecuación: 
 
 
 
 
donde X es la densidad de tinción en escala de grises. El número de 
partículas por fotografía estaba alrededor de 25 y siempre fue mayor de 10 
en todos los casos y al menos se analizaban 10 fotografías por tratamiento 
procedentes de 3 experimentos independientes. Sobre estos datos de 
índice 8-OHdG, se calcularon los valores de media y desviación estándar y 
finalmente realizaron los pertinentes análisis estadísticos.  
 
4.5.2. Inmunodetección de la histona H2AX fosforilada  
 
Fundamento 
La fosforilación de la histona H2AX (γ-H2AX) indica una rotura de doble 
cadena en el ADN, que se puede observar por inmunodetección, lo que se 
considera actualmente como un biomarcador de gran utilidad y relevancia en el 
campo del estudio del daño al ADN (Kuo y Yang, 2008).  
 
Reactivos 
• Formaldehído (Panreac). 
• Triton® X 100 (Merck). 
• Albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich). 
• PBS 1x. 
• Anticuerpo primario desarrollado en ratón anti–γ–H2AX (Upstate®-
MilliporeTM, EE. UU). 
Índice 8OHdG = Σ ([X - umbral] x area [µm2])/número total de células 
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• Anticuerpo secundario anti – ratón desarrollado en cabra conjugado con 
isotiocianato de fluoresceína (Sigma-Aldrich). 
• Hoechst 33258 (Riedel-de Häen®). 
• ProLong® antifade Gold reagent (Molecular Probes). 
 
Procesamiento y observación 
 Las células crecidas en cubreobjetos se fijaron con formaldehído en PBS 1x 
al 10 % (v/v) frío durante 10 minutos. 
 Posteriormente, se lavaron en PBS 1x y se permeabilizaron durante 5 
minutos con Triton® X 100 al 5 % (v/v) en PBS 1x.  
 Se bloqueó con albúmina de suero bovino en PBS al 5% (v/v) durante 10 
minutos y se realizó la incubación con anti-γ-H2AX durante 1 hora a 37 ºC 
en cámara húmeda, a una concentración 2.0 µg/mL.  
 Transcurrido el tiempo, se lavó con PBS 1x y se volvió a permeabilizar y a 
bloquear, incubando el anticuerpo secundario durante 45 minutos a 37 ºC, 
también en cámara húmeda, a una concentración 20 µg/mL.  
 Finalmente, se realizó una contratinción para núcleo con Hoechst 33258, 
siguiendo el protocolo usual y se montó con ProLong® antifade Gold 
reagent. 
 La observación y los recuentos de células se realizaron en un microscopio 
óptico de fluorescencia con filtro de excitación azul (λ= 470 – 490 nm) para 
la histona y ultravioleta (λ= 360 – 370 nm) para los núcleos. El microscopio 
incorporaba filtros de barrera de longitudes de onda 520 y 420 nm 
respectivamente. 
 
4.5.3. Tratamientos con Colcemida® 
 
Fundamento 
El estudio clásico de la integridad de los cromosomas empleando un agente 
que altera la dinámica del huso mitótico es de gran utilidad en los análisis del 
daño al ADN, permitiéndonos observar los cromosomas en su grado máximo de 
condensación.  
 
Reactivos 
 KaryoMAX Colcemid® solution (GIBCO BRL, EE. UU.). 
 Medio completo con suero al 1 % (v/v). 
 PBS 1x. 
 Tripsina. 
 Tripsina-EDTA.  
 Cloruro potásico (Panreac). 
 Etanol absoluto (Panreac). 
 Ácido acético glacial (Merck). 
 Giemsa 0.4 % (p/v) (Merck). 
 Xileno (Panreac). 
 Eukitt® (Fluka). 
 
Procesamiento y observación 
 Tras la incubación con el tratamiento deseado, se retiró el medio de cultivo 
con droga, las células se lavaron con PBS 1x y se volvieron a incubar en 
esterilidad durante 4 horas en medio completo con suero al 1 % (v/v) que 
contenía 0.1 µg/mL de Colcemida®.  
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 Transcurrido este tiempo, se procesó el cultivo como se describe 
anteriormente para la tripsinización. Una vez recogidas las células, se 
centrifugaron 10 minutos a 1500 r.p.m., se retiró el medio de cultivo y se 
lavaron en PBS 1x y se volvieron a centrifugar.  
 Se eliminó el sobrenadante y se incubaron 20 minutos a 37 ºC en una 
solución de KCl 75 mM.  
 Posteriormente se centrifugaron de nuevo y tras eliminar la solución salina, 
se procedió a la fijación en una mezcla de etanol-acético 3:1 (v/v) frío (4 
ºC) preparada en fresco y se guardó en nevera, durante al menos una hora.  
 Las células se lanzaron sobre un portaobjetos y se dejaron secar al aire a 
temperatura ambiente. Cuando estuvo totalmente seco, se tiñeron 
empleando un colorante específico de núcleo y visible en campo claro, 
Giemsa 2 % (v/v) durante unos 10 minutos a temperatura ambiente. 
 Finalmente, la muestra se lavó abundantemente con agua y tras dejarla 
secar se montó en definitivo con Eukitt®. 
 
4.6. Estrés oxidativo 
 
4.6.1. 2´, 7´- diclorofluoresceína diacetato  
 
Fundamento 
Una vez que la 2´, 7´- diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA) se incorpora 
al citosol, las esterasas eliminan los radicales acetatos, impidiendo su salida de la 
célula y generando diclorofluoresceína (DCFH). En presencia de especies 
reactivas de oxígeno, la DCFH se transforma en diclorofluoresceína oxidada 
(DCF) que es capaz de emitir luz verde tras ser excitada a 485 nm.  
En nuestros estudios se siguió protocolo descrito por Wang y Joseph (1999), 
para cuantificar el estrés oxidativo utilizando placas multipocillo .  
 
Reactivos 
 Medio completo con suero al 1 % (v/v). 
 2´, 7´- diclorofluoresceína diacetato (Sigma-Aldrich). 
 PBS 1x. 
 
Procesamiento y lectura de los datos 
 Tras exponer a las células a los tratamientos deseados, se retiró el medio 
con droga y se lavaron los pocillos con PBS 1x abundantemente.  
 Se incubaron durante 1 hora en esterilidad con una solución de 
diclorofluoresceína diacetato (100 µM) en medio de cultivo a 37 ºC y con 
atmósfera del 5 % de CO2.  
 Tras este tiempo se volvieron a lavar los pocillos con PBS 1x y después se 
leyó la placa de cultivo con 1 mL de PBS 1x en cada pocillo durante 6 ciclos 
de 5 minutos con una longitud de onda de excitación de 485 nm y una de 
emisión de 535 nm, empleando un lector de placas SPECTRAFluor en modo 
fluorescencia. 
 Posteriormente, se procesó la placa con el fin de cuantificar la proteína 
celular total mediante el método de Bradford descrito anteriormente. 
 Con ambos resultados, normalizamos la intensidad de fluorescencia 
medida por fluorimetría para la DCF y la cantidad de proteína celular de 
cada pocillo, de modo que obtuvimos valores de incremento de la 
intensidad de fluorescencia/µg de proteína, que más tarde normalizamos 
respecto del control. 
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 4.6.2. Dihidroetidina 
 
Fundamento 
La dihidroetidina (2,7–diamino-10-etil-9 fenil- 9,10-dihidrofenantridina) es 
capaz de descomponerse en etidio en presencia de anión superóxido, por lo que 
constituye un marcador específico de estrés oxidativo (Carter y col., 1994). 
Reactivos 
• Medio con suero al 1 % (v/v). 
• Dihidroetidina (Sigma-Aldrich). 
• PBS 1x. 
 
Procesamiento y observación 
 Una vez finalizada la exposición a los diferentes tratamientos, se retiró el 
medio con droga y se lavaron los pocillos con PBS 1x.  
 En este momento, las células crecidas en cubreobjetos se incubaron a 37 ºC 
y en atmósfera de CO2 al 5 %, durante 30 minutos con dihidroetidina 2.5 
µM en medio completo sin suero. 
 Transcurrido este tiempo, se lavaron los pocillos con PBS 1x 
abundantemente y las células vivas marcadas con dihidroetidina se 
estudiaron en microscopía óptica de fluorescencia utilizando un filtro de 
excitación verde (λ= 540-580 nm) y un filtro de barrera de 610 nm.  
 
4.7. Estudios de adhesión celular 
 
Fundamento 
Cuando las líneas celulares adherentes pierden el correcto anclaje con el 
sustrato, se activan rutas de señalización que generalmente desembocan en 
procesos de muerte celular.  
Se emplearon células Vero crecidas y tratadas en frascos de cultivo de 25 
cm2, recogiéndose por separado las células flotantes y las adheridas al sustrato, 
para realizar recuentos del número de células empleando un hemocitómetro. 
 
Reactivos 
 PBS 1x. 
 Tripsina. 
 Tripsina-EDTA. 
 Medio completo con suero al 1 % (v/v). 
 Azul Tripán 0.4% (Sigma-Aldrich). 
 
Procedimiento y procesamiento de los datos 
 Las células se procesaron siguiendo las instrucciones anteriormente 
descritas para el ensayo del azul tripán en el apartado de cultivos celulares 
y manteniendo separadas ambas fracciones del cultivo. 
 Para los recuentos se utilizó un microscopio óptico convencional Zeiss 20T. 
Los porcentajes de células flotantes y adheridas fueron calculados a partir 
del número total de células presentes en el frasco. Los resultados procedían 
de un total de nueve recuentos de tres experimentos independientes para 
cada grupo de dosis. Con todos ellos, se procedió al cálculo del valor medio, 
la desviación estándar y se llevaron a cabo los análisis estadísticos más 
adecuados para determinar las diferencias entre las medias de los grupos 
de estudio. 
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4.8. Análisis de la expresión génica 
 
El análisis de la expresión génica por microarrays es una herramienta de 
estudio muy potente que permite determinar los cambios en la síntesis de ARN 
mensajero (ARNm) de multitud de genes simultáneamente. Para ello es preciso 
realizar un protocolo experimental que se divide en cuatro grandes etapas. 
 
4.8.1. Obtención de ARN total y mensajero 
 
Fundamento 
La expresión de genes se realiza mediante la transcripción de ADN para 
formar ARNm cuya característica distintiva es la presencia de una secuencia 
poli(dA) en su extremo terminal. Aprovechando esta particularidad y mediante 
un método de separación en columnas empleando bolas con secuencias poli(dT) 
(secuencia complementaria a la secuencia poli(dA)), se pueden aislar del resto de 
los ARN celulares. 
 
Reactivos 
Los reactivos empleados para la extracción del ARN total y mensajero 
adquiridos en Sigma-Aldrich fueron cloroformo, isopropanol, acetato de sodio, 
glucógeno, dietilpirocarbonato (DEPC), el reactivo de aislamiento TRI Reagent® y 
el kit miniprep ARNm GENELUTE. El etanol utilizado fue de Merck y la agarosa de 
Laboratorios Conda (España).  
 
Procesamiento  
 Tras recoger las células expuestas a las sustancias a estudio, se retiró el 
medio por centrifugación (10 minutos, 1200 r.p.m.) y se lavaron las células 
con PBS 1x. Se volvió a centrifugar, se retiró el sobrenadante y se 
resuspendió el sedimento obtenido con el reactivo de aislamiento TRI 
Reagent® (107células/mL), guardandose a -80 ºC tras una cuidadosa 
agitación.  
A partir de este momento, se procedió a aislar el ARN total siguiendo el 
método del fenol-cloroformo descrita por (Chomczynski y Sacchi, 1987).   
 
 La extracción del ARN total comenzó añadiendo 200 µL de cloroformo por 
cada mililitro de TRI Reagent® y tras agitar las muestras vigorosamente, se 
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
 Posteriormente, se centrifugaron a 12000 g durante 15 minutos a 4 ºC, 
formándose tres fases: la inferior orgánica de color rosado que contenía 
proteínas, otra intermedia blanca donde se hallaba el ADN y por último, la 
fase superior acuosa e incolora que contenía el ARN. 
 La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo al que se añadieron 500 µL de 
isopropanol por cada mililitro de TRI Reagent®, estas fracciones se 
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y seguidamente se 
centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4 ºC, formándose en el fondo 
del tubo un depósito de ARN. 
 Se retiró el sobrenadante con cuidado y se lavó el sedimento con etanol frío 
al 75 % (v/v), centrifugándose a continuación durante 5 minutos a 13000 
r.p.m. a temperatura ambiente.  
 El depósito resultante se dejó secar al aire y se resuspendió finalmente en 
agua con dietilpirocarbonato 0.1 % (v/v) que está libre de DNAsas y 
RNAsas.  
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Este ARN total se cuantificó empleando un espectrofotómetro NanoDrop ND-
1000 teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale 
aproximadamente a 40 µg/mL. Además, para determinar su pureza se calculó el 
cociente A260/A280, que debía estar próximo a 2 para considerar que el ARN 
estaba en buenas condiciones. Finalmente se cargó en un gel de agarosa al 1 % 
para comprobar su integridad. 
En este punto, procedimos a purificar el ARN mensajero de las muestras 
como se indica a continuación:  
 En un eppendorf, se incuban durante 3 minutos a 70 ºC, 100 µg de ARN 
total en agua con DEPC, la solución de unión del kit GENELUTE y las bolas 
con los oligonucleótidos poli(dT). 
 A continuación, se deja reposar a temperatura ambiente durante 10 
minutos, se centrifuga brevemente y se retira el sobrenadante. 
 El sedimento en que se encuentran unidas las bolas poli(dT) y el ARNm se 
resuspende en la solución de lavado, se transfiere a una columna, se 
centrifuga durante 2 minutos y se elimina el sobrenadante. Esta operación 
se realiza dos veces. 
 Se retira la  columna y se coloca en un tubo nuevo, donde se añaden 50 µL 
tampón de extracción precalentado a 70 ºC, se incuba durante 5 minutos a 
70 ºC y se centrifuga durante un minuto más, esta operación se lleva a cabo 
dos veces. 
 El ARNm purificado se precipitó con etanol absoluto, acetato de sodio (3:1) 
y glucógeno durante toda la noche a -20 ºC. 
 Las muestras se centrifugaron a 15000 g durante 15 minutos a 4 ºC, se 
añadió etanol 75 % (v/v) y se volvió a centrifugar durante 5 minutos. 
 Una vez retirado el sobrenadante, se dejó secar a temperatura ambiente. El 
ARNm se resuspendió en agua con DEPC precalentada y se incubó 5 
minutos a 65 ºC. 
 Tras centrifugar durante un minuto, se cuantificó de nuevo empleando un 
nanodrop como se describió anteriormente y se comprobó su integridad 
mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
4.8.2. Marcaje de ADN complementario e hibridación en el biochip 
 
Fundamento 
Para realizar la hibridación de las muestras con las secuencias de ADN 
impresas en el biochip, se realizó la síntesis de ADN complementario (ADNc). 
Este proceso se llevó a cabo mediante retrotranscripción inversa del ARNm 
durante la que se incorporaron nucleótidos fluorescentes (dUTPs) marcados con 
cianinas verdes (Cy3) y rojas (Cy5).  
 
En este momento, las hebras de ADNc que procedían del control estaban 
marcadas con Cy3 (verde) y las de los cultivos expuestos a tóxicos con Cy5 (rojo). 
Estas secuencias se hibridaron en el biochip y durante este proceso ambos tipos 
de hebras se anclaron a sus complementarias. Los genes que vieron reprimida su 
expresión tras el tratamiento, mostraron en el biochip fundamentalmente el color 
verde del control. Por el contrario, aquellos genes cuya expresión estaba 
aumentada en respuesta al xenobiótico mostrarán, predominantemente el color 
rojo con el que se marcó la muestra problema. 
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El biochip utilizado para el estudio es el CholestChipTM (Biotools B&M Labs. 
S.A., España), un microarray especialmente diseñado por el Dr. Javier Martínez-
Botas (Laboratorio de Microarrays del Servicio Bioquímica-Investigación del 
Hospital Ramón y Cajal) para el estudio del metabolismo de lípidos, ciclo celular, 
farmacogenómica y ensayos con xenobióticos. Contiene 319 secuencias génicas 
humanas con tamaños entre 0.4 y 1.0 Kbases que fueron seleccionadas a partir de 
la base de datos I.M.A.G.E Consortium y se obtuvieron de OpenBiosystems. Su 
desarrollo se debe al interés por determinar las relaciones que existen entre la 
obesidad y los problemas de metabolismo y ciclo celular, además de describir los 
efectos que presentan diferentes fármacos reguladores lipídicos sobre la 
expresión génica. 
 
El microarray está impreso en cristales de aminosilano empleando un robot 
de impresión SpotArrayTM 72 (Perkin Elmer Inc., EE. UU.) y tiene un diseño de 
impresión que distribuye triplicados en dos coordenadas distintas del array, de 
manera que cada sonda se imprimió seis veces, permitiendo comprobar la 
reproducibilidad de la prueba. El ADN se fijó al soporte mediante una irradiación 
de luz ultravioleta 300 mJ (GS GEN LINKERTM, BioRad, EE. UU.) y una incubación 
durante 2 horas a 80 ºC. 
 
En nuestro caso, el CholestChipTM es una herramienta única, ya que al 
trabajar con una línea celular establecida de un mamífero del que se desconocen 
por completo las secuencias génicas, sólo podemos acceder a una información tan 
completa de sus cambios de expresión con un microarray que presente 
secuencias de gran tamaño y que estén relativamente cercanas 
filogenéticamente.  
  
Reactivos 
Los reactivos RT SuperScript II, di-tio-tritol (DTT), tampón de replicación 5x 
y Cot-1 DNA® se obtuvieron de Invitrogen (EE. UU.). Los cebadores aleatorios 
(random primers), los oligo dT y el inhibidor de RNAsas que se utilizaron eran de 
Promega (Promega Co., EE. UU.). Cy3-dUTP, Cy5-dUTP, las columnas de 
purificación de ADN del kit Illustra CyScribe GFX y las sondas control LucideaTM 
spike mix procedían de Amersham-GE Healthcare (Reino Unido). El tampón tris-
HCl, EDTA, BSA, DEPC y las bolas poli(dA) provenían de Sigma-Aldrich. El 
hidróxido de sodio era de Panreac y los desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP) fueron comprados a Applied Biosystems (EE. UU.). Para la hibridación se 
empleó el tampón del kit de hibridación de Perkin Elmer (EE. UU.) y para los 
lavados finales ArrayIt® Wash buffers (A, B y C) (Arrayit® Co., E.E.U.U). 
 
Procesamiento 
Se empleó el protocolo de Aldamassi y colaboradores (2001), con las 
modificaciones del Laboratorio de Microarrays del servicio de Bioquímica-
Investigación del Hospital Ramón y Cajal.  
 En un tubo eppendorf, se mezclaron 1 µg de ARNm con oligonucleótidos dT 
(0.5 µg/µL), los cebadores aleatorios (0.5 µg/µL) y de las sondas control 
(spikes mix) en presencia de agua con DEPC 0.1 % (v/v) durante 10 
minutos a 70 ºC en el termociclador Peltier Thermal Cycle, PTC-200 (MJ 
Research, EE. UU.). El programa finalizó manteniendo las muestras a 4 ºC.  
 A continuación, se añadieron tampón de replicación 5x, 10 mM de DTT y 
una disolución con todos los desoxinucleótidos en agua con DEPC. Se 
añadió un inhibidor de RNAsas (30 U) y los dUTP marcados con Cy3 para el 
control y Cy5 para las muestras y por último la transcriptasa inversa 
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SuperScript II (14 U) y se incubaron a 42 ºC durante 2 horas en el 
termociclador. 
 Posteriormente se procedió a la degradación del ARNm empleando EDTA e 
hidróxido de sodio durante 30 minutos a 65 ºC, también en el 
termociclador. 
 La muestra se dejó enfriar a 4 ºC y se añadió tampón tris-HCl 1 M (pH 7.5), 
procediendo a purificar el ADNc en columnas GFX, combinando las 
muestras control (Cy3) con las muestras test (Cy5).  
 Tras la purificación, se añadió a las mezclas 0.4 µg poli(dA) y 0.08 µg de 
Cot-1 DNA® y se secaron en un liofilizador Speed Vacuum SPD12IP (Termo 
Electron Co., EE. UU.).  
 El biochip se bloqueó durante 15 minutos a temperatura ambiente con 
albúmina de suero bovino al 1 % (p/v) en agua precalentada a 50 ºC, se 
lavó con agua bidestilada hirviendo durante 5 minutos y se fijó durante 2 
minutos en etanol 96 %. Finalmente, se secó el cristal con una bomba de 
aire. 
 Finalmente, las muestras liofilizadas se resuspendieron en 20 µL de 
tampón de hibridación durante 3 minutos a 50 ºC y tras un pulso en la 
centrífuga, se cargó la muestra sobre el biochip y se montó con un 
cubreobjetos. El microarray se incubó en una cámara de hibridación que se 
introdujo en un baño termostatizado durante toda la noche a 50 ºC. 
 Transcurrido este tiempo, se retiraron los cubreobjetos de los soportes por 
inmersión y se mantuvo el biochip en la solución de lavado A (1x) durante 
5 minutos en agitación. A continuación se procedió del mismo modo con las 
soluciones B y C.  
 Para concluir, se lavó con agua bidestilada y se secó con una bomba de aire, 
tras lo cual se procedió a la lectura de la muestra. 
 
4.8.3. Cuantificación de la expresión génica y análisis de los patrones de 
expresión 
 
Tanto la lectura como el análisis de los resultados de un microarray 
requieren de un equipamiento específico acoplado a potentes herramientas 
informáticas que permiten evaluar los cambios de expresión génica en el 
contexto del biochip al completo. 
 
Procesamiento y lectura de los datos 
 Tras procesar el microarray, se introduce en un escáner de lectura 
ScanArray (Perkin Elmer). Los valores medios de intensidad de 
fluorescencia de cada canal (Cy3-verde y Cy5-rojo) y para cada sonda 
fueron calculados automáticamente por el programa ScanArray Express 3.0 
(Perkin Elmer). Se genera una hoja de datos que se guarda en dos formatos: 
spreadsheet.csv, para poder utilizarla en este programa y otra más 
universal con extensión .gpr, que permite abrir los datos en programas de 
análisis más potentes, como es el caso de GEPAS. 
 Los datos de la localización exacta de cada punto en el biochip se guardan 
en el documento archivo.gal.  
El software GEPAS permite el siguiente paso del proceso de análisis: la 
normalización. 
 El análisis se realiza on line en el enlace http://gepas3.bioinfo.cipf.es/, 
concretamente utilizamos la aplicación Herramientas de normalización, 
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donde los datos de intensidad .gpr se corrigieron por sustracción del fondo 
y se normalizaron por global LOWESS. 
 Los datos normalizados se filtraron para eliminar los datos de las sondas 
control (spikes mix), así como los datos con intensidad por debajo de los 
límites de confianza y las réplicas inconsistentes. Tras estos procesos se 
calculó el ratio Cy5/Cy3 para cada gen. En todos los casos, se consideraron 
cambios de expresión génica significativos aquellos que mostraron ratios 
Cy5/Cy3 mayores de 1.75 (Log2 0.8) y menores de 0.57 (Log2 -0.8). 
 Finalmente, obtuvimos el archivo denominado partial_array.txt, que es el 
que se emplea para realizar representaciones y otros análisis.  
Para la creación de mapas de rutas metabólicas en las que participan los 
genes alterados de nuestras muestras, el partial_array.txt se introduce en otro 
programa de análisis on line que tiene la Universidad Tecnológica de Graz 
(Austria) en el siguiente enlace: https://pathwayexplorer.genome.tugraz.at 
 Tras cargar el partial_array.txt  en su plataforma, se selecciona una base de 
datos genómica del organismo modelo y aparece un listado de plantillas de 
rutas de señalización en los que se introducen los datos de nuestro 
experimento. Obteniéndose de este modo un esquema funcional fácilmente 
interpretable de los cambios de expresión génica. 
 
Por último, empleamos otro programa de presentación de resultados para el 
microarray, MultiExperiment Viewer 4.0 (TM4 Software Development Team). Este 
software nos permitió, a partir del partial_array.txt, construir diferentes 
diagramas de colores por columnas que relacionan los genes analizados según 
criterios estadísticos basados en distancias euclídeas, permitiéndonos entender 
el proceso de expresión génica de modo global y así definir patrones de 
expresión. 
 
4.8.4. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 
 
Fundamento 
La reacción en cadena de la polimerasa en modo cuantitativo a tiempo real 
(RT-qPCR) es una técnica de rutina con una elevada sensibilidad a la hora de 
medir variaciones en la expresión génica. En estos momentos, representa un 
ensayo complementario al microarray, ya que el estudio desarrollado en el 
biochip se considera semicuantitativo y con ésta técnica se realiza la validación 
de los resultados. 
La prueba consiste en la amplificación de secuencias de ADN 
complementario con incorporación de una marca fluorescente para su posterior 
cuantificación, lo que permitirá determinar el nivel de expresión génica respecto 
a un control para una secuencia concreta. 
 
Reactivos 
Promega (EE. UU.) suministró el tampón m-MLV RT 5x, la enzima m-MLV RT, 
oligo dT, los cebadores aleatorios y el inhibidor de RNAsas. Los desoxinucleótidos 
(dNTPs) se adquirieron en Applied Biosystems y el kit LightCycler FastStart DNA 
Master SYBR Green I de Takara (Japón), que contenía FastStart (Enzima+SYBR 
Green+Mezcla de reacción), cloruro de magnesio y agua de PCR. El 
dietilpirocarbonato  y los cebadores (tabla 5) fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich.  
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Nombre del 
gen 
Secuencia cebadora 
Sentido Antisentido 
CDKN1B CTGCAACCGACGATTCTTCTACT GGGCGTCTGCTCCACAGA 
CDKN2A CATAGATGCCGCGGAAGGT TCCGAGACTCTTTGGAGCCC 
CDKN2C GGAGCCACAAATCTTCAATAAACG GTCAGGAGAGCTACTCAGTTAATTGATAAA 
CDC20 GCCCACCAAGAAGGAACATC TTTTCCACTGAGCCGAAGGA 
 
Tabla 5. Cebadores utilizados en la prueba de la reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa a tiempo real. 
 
Procesamiento y lectura de los datos 
 La reacción de retrotranscripción se inició a 70 ºC durante 5 minutos en un 
termociclador con 50 ng de ARNm y los cebadores  
 Posteriormente, se incubó 1 hora a 37 ºC en presencia de 200 U de 
transcriptasa inversa (m-MLV-RT), de los dNTPs 0.5 M, de 30 U de RNAsin 
y 20 µg/mL de oligo dT. 
 La PCR cuantitativa se llevó a cabo con 2 µL de FastStart, 2 µL de ADNc 
diluido 1:100 y 2 µL de una solución que contenía 4 µM de cada pareja de 
cebadores en un volumen final de 10 µL. 
 La amplificación se inició con una desnaturalización por temperatura (95 
ºC) durante 10 segundos y el proceso continuó con 40 ciclos de 
amplificación de 95 ºC durante 3 segundos y 60 ºC durante 40 segundos.  
 Finalmente, se realizó un último ciclo de 95 ºC durante 15 segundos, 60 ºC 
durante 1 minuto, 95 ºC durante 15 segundos y 60 ºC durante 15 segundos 
para conocer las curvas de disociación. 
 Los datos de expresión relativa del gen se obtienen calculando el 
incremento CT (ΔCT) corregido por la eficiencia del gen y normalizado por 
el housekeeping RPLP0 (Gen de la proteína ribosomal mayor). 
 El cálculo del incremento CT se realiza con las siguiente fórmula: ΔCT = (nº 
de ciclo en que la curva de amplificación de la muestra problema se vuelve 
exponencial) – (nº de ciclo en que la curva de amplificación de la muestra 
control se vuelve exponencial). 
 
4.9. Western Blot 
 
Fundamento 
La expresión génica medida como transcripción de ARN mensajero no 
siempre es un reflejo directo de la síntesis de proteínas. Además, hay que señalar 
que las proteínas son las efectoras de las respuestas celulares y por lo tanto su 
cuantificación es necesaria para poder concluir que los cambios que sufre un gen 
están relacionados con la respuesta al tóxico.  
La técnica de Western Blot es un método muy eficaz de identificación y 
cuantificación de proteínas, que se basa en la separación según su peso molecular 
mediante una electroforesis en un gel de acrilamida. Posteriormente, se 
transfieren a membranas de nitrocelulosa y más tarde sobre ellas, se realizan 
inmunodetecciones específicas para polipéptidos concretos que permiten 
además su cuantificación realizando análisis de imagen densitométricos.  
 
Reactivos 
La albúmina de suero bovino, el cloruro de sodio, el Tween 20, la glicina, el 
persulfato amónico y todos los reactivos del tampón de lisis (tabla 6) procedían 
de Sigma-Aldrich, salvo el cloruro potásico (Panreac), el inhibidor de proteasas 
(Calbiochem, EE.UU.) y el Nonidet P40 (Boehringer Mannheim GmbH, Alemania). 
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Tampón de lisis 
Compuesto Concentración 
Antipaína 10 mg/L 
Aprotinina 40 mg/L 
Benzamidina 1 mM 
Cloruro potásico 120 mM 
Di-tio-tritol 1 mM 
EDTA 1 mM 
EGTA 2 mM 
Fluoruro de sodio 100 mM 
Inhibidor de proteasas 1 mM 
Leupeptina 1 mg/L 
Molibdato sódico 20 mM 
Nonidet P40 0.5 % (v/v) 
Ortovanadato sódico 2 mM 
Tris-HCl 20 mM 
Tritón® X 100 0.1 % (v/v) 
β-glicerofosfato 20 mM 
 
La mezcla de acrilamida/bisacrilamida 40 % 37.5:1 (2.6 % C), el N,N,N',N'-
tetrametiletilen-diamino (TEMED) y el  kit de quimioluminiscencia Immun-Star 
HRP que contenía luminol y tampón de la peroxidasa fueron comprados a BioRad 
Laboratories Inc. El colorante rojo Ponceau, el docecilsulfato sódico y el 
isobutanol procedían de Merck. El kit de cuantificación de proteína  BCATM 
Protein Assay kit fue comprado a Thermo Scientific (EE. UU.). El metanol era 
Panreac y la leche desnatada en polvo de Central Lechera Asturiana (España). Se 
emplearon dos marcadores de peso molecular: RainbowTM Molecular Weight 
Markers (Amersham-GE Healthcare) y Precision Plus proteinTM Dual color 
Standart (BioRad Laboratories Inc.). Los anticuerpos primarios y secundarios 
procedían de diferentes casas comerciales que se detallan en la tabla 7.  
 
Anticuerpos primarios 
Nombre 
Peso molecular de la 
proteína detectada 
 (KDa) 
Síntesis Casa comercial Concentración 
p53 53 Ratón BD PharmingenTM (EE. UU.) 0.5 µg/mL 
p21 21 Conejo BD PharmingenTM (EE. UU.) 0.5 µg/mL 
Polo-like kinasa 
(PLK1) 
66 Conejo Santa Cruz Lab. (EE. UU.) 0.2 µg/mL 
Ciclina E (CCNE) 53 Ratón Santa Cruz Lab. (EE. UU.) 0.2 µg/mL 
γ-Tubulina 48 Ratón Sigma (EE. UU.) 2.3 µg/mL 
Anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa 
Nombre 
Peso molecular de la 
proteína detectada 
 (KDa) 
Síntesis Casa comercial Concentración 
Anti-ratón - oveja 
Amersham Biosciences 
(Reino Unido) 
0.2 µg/mL 
Anti-conejo - burro 
Amersham Biosciences 
(Reino Unido) 
0.2 µg/mL 
 
Procesamiento y lectura de datos 
 Tras incubar las células el tiempo deseado con la(s) sustancia(s) química(s) 
a evaluar, se levantaron las células del sustrato empleando un rascador y se 
recogió el cultivo.  
 Las células se resuspendieron en su propio medio de cultivo, se 
centrifugaron durante 10 minutos a 1500 r.p.m. y se desechó el medio 
antes de lavar en 1 mL de PBS 1x y se volvieron a centrifugar.  
 Tras eliminar el PBS 1x, se añadieron 100 µL de tampón de lisis por cada 
107 células. 
Tabla 6. Composición del tampón de lisis empleado en la técnica de western blot.  
Tabla 7. Anticuerpos utilizados en los estudios de western blot. 
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 La muestra se cuantificó empleando el kit BCA Protein Assay de 
cuantificación de proteínas siguiendo sus especificaciones técnicas.  
 Tras 30 minutos a 37 ºC en oscuridad, se procede a la lectura en lector de 
placas SPECTRAFluor en modo: Fotométrico (Absorbancia) λ = 540 nm. A 
partir de estos datos, se calculó el volumen de muestra necesario para 
cargar 50 µg de proteína en cada carril.  
 Se preparó un gel de acrilamida con dos partes: la porción separadora en la 
parte baja con Tris-HCl 1 M a pH 8.8 y al 12 % de acrilamida y otra en la 
parte superior con Tris-HCl 1M pH 6.8 y al 5 % de acrilamida, que se 
denomina gel concentrador.   
 Las muestras se prepararon para la electroforesis, mezclándose con el 
tampón de carga y se incubaron durante 5 minutos a 100 ºC en un 
termoblock Stuart® SBH 130D. 
 La electroforesis se llevó a cabo en un tampón que contenía tris-glicina 1x y 
SDS 1 % (p/v) en agua bidestilada durante 2 horas a 100 V, a temperatura 
ambiente. 
 La transferencia de las proteínas desde el gel a la membrana de 
nitrocelulosa se realizó en una cubeta con tampón de transferencia 
(tampón Tris-Glicina 1x + metanol absoluto 20 % (v/v) en agua 
bidestilada) durante 1 hora a 100 V en cámara fría. 
 La presencia de bandas en la membrana se comprobó mediante tinción con 
rojo Ponceau.  
 Tras lavar la membrana, se bloqueó con suero de bloqueo (lactoalbúmina al 
10 % (v/v) en TBS-Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente en 
agitación constante, la membrana se incubó con el anticuerpo primario en 
suero de bloqueo (1 % (v/v)) durante toda la noche en cámara fría en 
agitación. 
 El procesamiento continuó con la retirada del anticuerpo y tres lavados de 
la membrana durante 10 minutos cada uno con TBS-Tween 20 en agitación.  
 La inmunodetección de la proteína concluye con la incubación durante una 
hora a temperatura ambiente del anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa y el triple lavado en TBS-Tween 20. 
 El revelado del marcaje con anticuerpo se realizó con el luminol del kit 
Immun-Star HRP en cámara oscura, utilizando películas ultrasensibles 
Amersham HyperfilmTM ECL (Amersham-GE Healthcare). La película se 
expuso a la membrana con el líquido revelador el tiempo necesario para 
que la señal sea limpia y clara.  
 Finalmente, el revelado de la película se realizó en la reveladora FPM100A 
(Fujifilm, Japón). 
 El control de carga, γ-tubulina, se detectó en las mismas membranas tras 
lavarlas con glicina 1 M pH 3 durante 40 minutos a 50 ºC para eliminar la 
actividad peroxidasa. 
 El análisis densitométrico de las bandas de proteína se realizó empleando 
el programa de análisis de imagen Image Quant TL (Amersham Biosciences, 
Reino Unido) tras escanear las películas en un escáner EPSON PERFECTION 
2450 PHOTO. 
 Los datos de cantidad de proteína fueron relativizados respecto al control 
de carga (γ-tubulina). Posteriormente, los datos fueron normalizados 
respecto a su tratamiento control sin droga representando el número de 
veces que estaba expresada la proteína respecto a su control en tanto por 
uno.  
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 Se realizaron al menos tres experimentos independientes para la obtención 
de la proteína de cada tratamiento. Las muestras fueron analizadas al 
menos dos veces para cada proteína estudiada. Finalmente, con todos los 
datos se calcularon media y desviación estándar y se realizaron los análisis 
estadísticos oportunos. 
 
5. Microscopía 
Los estudios de microscopía fueron realizados empleando un microscopio 
óptico Olympus BX – 61 (Olympus, Japón) motorizado en el eje Z y equipado con: 
 
• Objetivos secos: 10x (fase 1, AN 0.3), 20x (fase 1, AN 0.5) y 40x (fase 2, AN 
0.75). 
• Objetivos de inmersión: 60x (fase 3, AN 1.4) y 100x (fase 3, AN 1.4).  
• Octobar: 1x, 1.25x, 1.6x y 2x.  
• Lámpara de mercurio HBO de 100W.  
• Filtros de excitación: ultravioleta (λ=360 – 370 nm), azul (λ=470 – 490 
nm), verde (λ=540 – 580 nm).  
• Filtros de emisión: azul (λ=420 nm), verde (λ=515 nm), rojo (λ=610 nm).  
• Tecnología de microscopía de contraste de interferencia diferencial (DIC) 
o Nomarski. 
 
Las imágenes digitales fueron capturadas con el programa Olympus DP 
Controller 1.1.1.65, 2002 (Olympus), que controlaba la cámara digital CCD Olympus 
DP – 70. El procesamiento de las imágenes se realizó empleando diferentes 
programas informáticos como Adobe Photoshop 8.0 (Adobe Systems Inc., EE. UU.), o 
ImageJ 1.41o (National Institutes of Health, EE. UU.), según los requerimientos de 
cada análisis. 
6. Análisis estadísticos 
Los ensayos de citotoxicidad basal (método de Bradford, reducción del MTT 
e incorporación de rojo neutro) se llevaron a cabo en placas multipocillo, 
realizándose como mínimo 3 experimentos independientes y obteniéndose al menos 
10 valores medios por grupo de dosis. 
En el caso de los experimentos que analizan tasa de división, índice de fases, 
tipos de metafases, morfología nuclear y frecuencia de células con roturas de doble 
cadena de ADN, se obtuvo un número muestral mínimo de 6 para cada tratamiento, 
procedentes de al menos tres experimentos independientes. 
Los análisis estadísticos realizados sobre los recuentos de células empleando 
el ensayo de exclusión de azul tripán presentaron un n ≥ 9, que procedía de tres 
experimentos independientes. 
Los análisis de imagen llevados a cabo para cuantificar la oxidación de bases 
analizaron diez fotografías procedentes de al menos tres experimentos 
independientes para cada tratamiento estudiado (n ≥ 30).  
Los estudios de microarray se llevaron a cabo con muestras de al menos tres 
experimentos independientes para cada grupo de tratamiento, obteniéndose los 
valores medios a partir de los 6 puntos que presentaba el biochip.  
En el caso del western blot, el experimento de cada grupo de dosis fue 
repetido al menos tres veces obteniéndose suficiente muestra como para analizar 
cada proteína dos veces, de modo que se consiguió un n ≥ 6.  
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Como norma general, para la representación gráfica de los valores medios y 
su desviación estándar de las medidas independientes, cada punto individual se 
transformó en el porcentaje respecto a los valores obtenidos en el cultivo control. 
Para los cálculos de media y desviación estándar y sus representaciones gráficas se 
empleó el programa Microsoft® Office Excel® 2007 (Microsoft Corporation, EE. UU.). 
 
Los análisis estadísticos comenzaron con la exploración descriptiva de los 
resultados obtenidos. Para ello, se llevó a cabo un estudio sobre normalidad y 
homogeneidad de varianzas, de modo que se pudiera garantizar que el empleo de 
herramientas estadísticas paramétricas era correcto. En este caso, empleamos dos 
paquetes informáticos SPSS 11.5.1 para Windows (SPSS Incorporated, EE.UU.) y 
Statistica AX 5.5 (StatSoft® Incorporated, EE.UU.). 
Los estudios de normalidad se llevaron a cabo empleando un análisis gráfico 
de Normal probability plot (Q-Q plots), donde se representan los residuos de los 
casos observados frente a los residuos normales esperados según el modelo. En esta 
prueba se consideró que la variable analizada presentaba distribución normal, 
cuando la nube de puntos creada coincidía con una línea recta. El test de Levene (p ≤ 
0.05) determinó si las variables presentaban  homocedasticidad de varianzas.  
En caso de que las muestras de cada parámetro no cumplieran estos dos 
requerimientos, se transformaron utilizando las herramientas más habituales en 
estos casos: transformación logarítmica, raíz cuadrada o Box-Cox. Finalmente, bien 
desde la variable transformada o sin transformar, se procedió a aplicar las 
herramientas estadísticas pertinentes empleando SPSS 11.5.1 para Windows.  
 
• Para determinar si existían diferencias significativas entre las medias de dos 
grupos de tratamiento, empleamos la t-Student para dos muestras 
independientes con dos colas (α = 0.05). 
• En los estudios en los que comparamos más de dos grupos de tratamiento se 
utilizó un análisis de la varianza unifactorial (ANOVA unifactorial) con un test 
de comparaciones múltiples a posteriori (test post hoc de Bonferroni) ambos 
con un valor de confianza del 95 %.  
• El test de la t-Student para una muestra (α = 0.05) se usó para comparar una 
muestra frente a un valor fijo y único (valor de referencia). De este modo, 
comparamos los valores predichos por los modelos con los obtenidos 
mediante trabajo experimental. 
• En determinados momentos del estudio, hubo que determinar si distintos 
parámetros mostraban diferencias en su sensibilidad, para lo que se llevaron a 
cabo análisis estadísticos de comparación de medias, bien empleando t-
Student para dos grupos, o bien ANOVA con Bonferroni. Además, también 
realizamos un análisis de correlaciones para estudiar la asociación entre 
diferentes parámetros. En todos estos casos, empleamos un análisis de 
correlaciones bivariadas parciales en los que se estableció el valor r y su nivel 
de significación con un p-valor de 0.0001. 
 
Finalmente, en los casos en los que se consideró relevante, se estimaron los 
valores de concentración sin efecto (NOEC), los que producían el menor efecto 
observado (LOEC) y los que causaban un 50 % de efecto (EC50). Para NOEC y LOEC 
se emplearon los resultados obtenidos por el test de la varianza unifactorial 
(ANOVA) y su estudio post hoc. El cálculo del EC50 se realizó empleando distintas 
técnicas de regresión con el programa Funciones para Windows 2.7.60 (Toti PM 
Software, España).  
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7. Análisis matemático del efecto combinado 
7.1. Efecto observado 
 
En algunos casos, los estudios de predicción del efecto combinado requieren 
un cambio en la variable dependiente (viabilidad o proliferación), ya que hay que 
transformarla en efecto observado. Dicho efecto lo podemos definir como la 
diferencia de la viabilidad o proliferación media del control y la producida por un 
tratamiento concreto. 
Ei = (Vc) – (Vx)i 
 
Ei = (Pc) – (Px)i 
 
Donde Ei es el efecto observado para cada suceso independiente; (Vc) o (Pc) 
es la viabilidad o la proliferación media obtenida en los cultivos control; y (Vx)i 
o(Px)i representa la viabilidad o la proliferación de cada uno de los i sucesos 
independientes que se obtienen en los tratamientos. Por último, se calcula el 
efecto medio para cada grupo experimental. En este caso los cultivos control 
presentarán un efecto medio de valor cero y los cultivos con una respuesta de 
efecto máximo tendrán un valor de 100. 
 
7.2. Modelización matemática 
 
Se han empleado los diferentes modelos matemáticos que se citan a 
continuación, de acuerdo con las recomendaciones de diferentes autores y de la 
Sociedad de Toxicología estadounidense: 
 
 Aditividad de respuestas. 
 Modelo de correlación positiva completa. 
 Modelo de correlación negativa completa. 
 Modelo sin correlación. 
 Modelo sin correlación modificado. 
 Isobolograma. 
 Principio de aditividad de Loewe. 
 Análisis de pendientes. 
 
Estas herramientas han sido detalladas pormenorizadamente en el apartado 
de resultados correspondiente de análisis del efecto combinado, para facilitar la 
comprensión matemática de los modelos con el desarrollo de cada caso. 
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1. Evaluación de citotoxicidad individual 
Las pruebas cuantitativas se realizaron tras 24 horas de exposición a 
butilhidroxianisol en el rango de concentración de 1 a 300 µM y de propilparabeno 
de 50 a 500 µM. Estos estudios incluyen ensayos de viabilidad y de proliferación. Las 
pruebas cualitativas se realizaron a diferentes dosis, con el fin de estudiar los 
cambios morfológicos generales que inducía cada compuesto por separado, 
mediante tinción con azul de toluidina. 
 
El butilhidroxianisol mostró una respuesta citotóxica dependiente de dosis. 
Todos los ensayos bioquímicos mostraron una tendencia idéntica (figura 9). La 
integridad de las membranas celulares y el contenido de proteína celular total (CPT) 
sólo se vieron alterados con respecto al control tras la exposición a la dosis más 
elevada (300 µM). Sin embargo, el metabolismo oxidativo (MTT) se vio afectado con 
tratamientos ≥ 100 µM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El parámetro más sensible de los ensayados fue la tasa de división del 
cultivo, basada en recuentos del índice mitótico (tabla 8). El porcentaje de células en 
mitosis mostraba un notable descenso desde la concentración de 1 µM, dosis para la 
que ningún otro ensayo indicó alteraciones significativas. La tasa de división se 
redujo a la mitad del valor del control (EC50) a la concentración de 63.8 µM. Por otro 
lado, la tasa de proliferación fue prácticamente nula en los tratamientos con BHA 
300 µM tras 24h de exposición. 
 
Índice mitótico (% del control) 
Control BHA 1 µM BHA 10 µM BHA 100 µM BHA 300 µM 
100.0 ± 18.5 76.7 ± 5.2* 71.3 ± 7.9* 44.8 ± 14.2* 5.7 ± 4.9* 
 
Teniendo en cuenta que las pruebas de viabilidad presentaban una 
correlación estadísticamente significativa con la cuantificación de la proteína celular 
total (MTT-CPT, r=0.83; RN-CPT, r=0.63; p<0.0001) y que el test más sensible fue el 
recuento de índice mitótico, estimamos que el butilhidroxianisol produce un claro 
efecto antiproliferativo sobre las células Vero y presenta cierta preferencia en su 
acción tóxica sobre la mitocondria. 
Figura 9. Resultados obtenidos con los tres ensayos de citotoxicidad basal tras 24 horas de 
exposición a BHA. Las estrellas indican concentraciones que muestran efectos estadísticamente 
significativos con respecto al control (ANOVA y post hoc Bonferroni, p≤0.05). 
Tabla 8. Tasa de división celular de los cultivos de células Vero expuestos durante 24 horas a BHA. 
Los asteriscos indican valores estadísticamente significativos con respecto al control (ANOVA y post 
hoc Bonferroni, p≤0.05). 
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Este conjunto de pruebas cuantitativas fueron complementadas con estudios 
de la morfología celular general empleando microscopía óptica de campo claro. Los 
cultivos tratados con BHA y teñidos con azul de toluidina no mostraron alteraciones 
evidentes, salvo tras una exposición a 300 µM, donde se observó una severa 
vacuolización citoplasmática (figura 10). 
 
 
 
Para evaluar la citotoxicidad basal del propilparabeno se utilizó la misma 
batería de ensayos. Los efectos observados también mostraron una clara respuesta 
dependiente de dosis (figura 11). El propilparabeno provocó cambios respecto al 
control en la incorporación de rojo neutro a partir de 200 µM. En este mismo punto, 
el contenido de proteína celular total fue significativamente menor que en los 
cultivos no tratados. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas con 
respecto al control en la reducción del MTT hasta la concentración de 400 µM.  
 
 
 
Como había ocurrido con el butilhidroxianisol, los recuentos de índice 
mitótico fueron el parámetro más sensible de todos los analizados con un EC50 de 
159.6 µM, obteniéndose descensos significativos de proliferación, desde la menor 
dosis evaluada (tabla 9). 
 
 
 
Figura 10. Estudio de morfología celular general mediante microscopía de campo claro y tinción con 
azul de toluidina de los cultivos expuestos a BHA durante 24 h. Barra 20 µm. 
Figura 11. Resultados obtenidos con los tres ensayos de citotoxicidad basal tras 24 horas de 
exposición a  PPB.  Las estrellas indican concentraciones que muestran efectos estadísticamente 
significativos con respecto al control (ANOVA y post hoc Bonferroni, p≤0.05). 
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Los ensayos de viabilidad y la cuantificación de proteína presentaron una 
correlación estadísticamente significativa (MTT-CPT, r=0.84; RN-CPT, r=0.77; 
p<0.0001). Sin embargo, el compuesto presenta una acción preferente sobre las 
membranas celulares, como indica la mayor sensibilidad del ensayo de captura de 
rojo neutro.  
 
Las tinciones con azul de toluidina en células expuestas a diferentes 
tratamientos de propilparabeno, no mostraron alteraciones morfológicas 
reseñables, incluso a la dosis más alta ensayada (figura 12). 
 
 
Figura 12. Estudio de morfología celular general mediante microscopía de campo claro y 
tinción con azul de toluidina de los cultivos expuestos a PPB durante 24 h. Barra 20 µm. 
 
2. Evaluación de citotoxicidad combinada 
 
El abordaje experimental se llevó a cabo manteniendo una dosis fija de uno 
de los compuestos, combinada con un rango de concentraciones del otro y viceversa. 
La coexposición se diseñó en base los datos de toxicidad individual de cada 
compuesto. Las dosis fijas elegidas de butilhidroxianisol y propilparabeno fueron 
100 y 500 µM respectivamente, siendo las concentraciones máximas estudiadas que 
no producían alteraciones morfológicas, y que presentaban  efecto significativo para 
alguno de los parámetros analizados. Ninguna de ellas superaba un nivel de efecto 
del 50 % en los tratamientos individuales para el parámetro de contenido de 
proteína celular total. Este detalle tiene gran interés metodológico, ya que nos 
permite conservar una cantidad razonable de células para realizar los estudios. De 
este modo, se analizaron siete mezclas diferentes de BHA y PPB (tabla 10). 
 
Índice mitótico (% del control) 
Control PPB 50 µM PPB 200 µM PPB 400 µM PPB 500 µM 
100.0 ± 24.8 74.2 ± 15.3* 42.4 ± 0.1* 30.6 ± 18.0* 24.0 ± 6.9* 
Tabla 9. Tasa de división celular de los cultivos de células Vero expuestos durante 24 horas 
a PPB. Los asteriscos indican valores estadísticamente significativos con respecto al control 
(ANOVA y post hoc Bonferroni, p≤0.05). 
Tabla 10. Representación bidimensional de las combinaciones binarias ensayadas de BHA y PPB 
marcadas en rojo. 
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La viabilidad de los cultivos celulares expuestos a las diferentes 
combinaciones binarias durante 24 horas presentó tendencias similares entre los 
dos ensayos realizados (reducción del MTT y captura de rojo neutro). Además, 
ambos resultaron ser prácticamente idénticos a la cuantificación de la proteína 
celular total, como ya había ocurrido con los compuestos por separado (figura 13).  
 
 
 
Las correlaciones entre los ensayos de viabilidad y CPT fueron 
estadísticamente significativas demostrando de nuevo la existencia de un claro 
efecto antiproliferativo (tabla 11).  
 
CORRELACIONES BIVARIADAS PARCIALES 
BHA 100 µM + PPB (50-500 µM)  PPB 500 µM + BHA (1-300 µM) 
 CPT MTT RN   CPT MTT RN 
CPT - 0.70* 0.90*  CPT - 0.74* 0.82* 
 
Cabe destacar que el recuento de índice mitótico resultó ser de nuevo el 
ensayo más sensible, poniendo de manifiesto que el modo de acción preferente de 
las combinaciones, igual que la de los compuestos individuales, es la inhibición de la 
proliferación del cultivo (tabla 12). 
 
BHA 100 µM + PPB (50-500 µM) 
Control 50 200 400 500 
100.0 ± 24.8 68.6 ± 13.7* 51.7 ± 11.7* 7.1 ± 3.1* 2.3 ± 2.8* 
 
 
 
Figura 13. Ensayos de reducción de MTT, captura de rojo neutro y CPT tras 24 horas de exposición a 
mezclas binarias de BHA y PPB. (A) Combinaciones binarias compuestas por 100 µM de BHA y un 
rango de concentraciones de PPB (50-500 µM). (B) Combinaciones binarias compuestas por 500 µM 
de PPB y un rango de concentraciones de BHA (1-300 µM). Las estrellas indican las concentraciones 
que muestran efectos estadísticamente significativos con respecto al control (ANOVA y post hoc 
Bonferroni, p≤0.05). 
Tabla 11. Análisis de correlación de los dos ensayos de viabilidad frente al CPT en cultivos expuestos a 
mezclas binarias de BHA y PPB durante 24 horas. Los asteriscos indican correlaciones 
estadísticamente significativas, p<0.0001. 
PPB 500 µM + BHA (1-300 µM) 
Control 1 10 100 300 
100.0 ± 18.5 17.0 ± 6.1* 17.0 ± 7.3* 2.3 ± 2.8* 0.0 ± 0.0* 
Tabla 12. Tasas de proliferación de los cultivos expuestos a diferentes combinaciones binarias de 
BHA y PPB durante 24 horas. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con 
respecto al control sin droga (ANOVA y post hoc Bonferroni, p≤0.05).  
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Tomando en su conjunto todos los datos de citotoxicidad basal, se  
ordenaron las mezclas en función de la respuesta de los cuatro parámetros 
cuantitativos empleados (tabla 13). En base a esta tabla, existen tres grupos de 
mezclas de BHA-PPB: la menos tóxica 100-50 (verde), la más tóxica 300-500 (roja) y 
un conjunto de cinco combinaciones de toxicidad intermedia y con órdenes 
variables en función de cada parámetro (degradado verde-naranja).   
 
 
 
Tabla 13. Ordenación de las mezclas binarias en función de la toxicidad de la respuesta a las 24 
horas según los cuatro parámetros cuantitativos empleados. El gradiente de color de color verde-
rojo ( ) se utiliza para indicar la magnitud del efecto de menos a más tóxico.  
 
Definiendo el efecto como la diferencia entre la viabilidad (o la proliferación) 
media del control (100 %) y la determinada para el grupo de tratamiento 
correspondiente, podemos observar que los resultados obtenidos para los dos 
ensayos de viabilidad celular mostraron que la mezcla menos tóxica producía un 
efecto en torno al 20 % (BHA 100 µM + PPB 50 µM), con valores idénticos y 
correlacionados con el CPT. También se observan descensos en la tasa de división en 
estas condiciones. En conjunto, estos datos demuestran que los compuestos en 
combinación producen un efecto antiproliferativo, sin alterar preferentemente la 
función mitocondrial ni la integridad del compartimento endosomal. Por otro lado, 
la mezcla más tóxica para todos los parámetros estudiados, BHA 300 µM + PPB 500 
µM mostraba resultados de viabilidad y proliferación nulos, así como un gran 
número de células en la fracción flotante del cultivo.  
 
El resto de mezclas evaluadas mostraron valores de proteína celular total y 
viabilidad respecto al control entre el 75 y el 35 %. Las combinaciones de 500 µM de 
PPB con 1 y 10 µM de BHA y las de BHA 100 µM con 200, 400 y 500 µM de PPB 
mostraron respuestas muy similares entre los tres ensayos, confirmando el efecto 
antiproliferativo detectado mediante análisis de correlación. Sin embargo, el índice 
mitótico se vio más intensamente afectado que el resto de ensayos, excepto para la 
mezcla BHA 100 µM + PPB 200 µM, donde el resultado era prácticamente 
equivalente al de las otras tres pruebas. 
 
Una vez evaluada cuantitativamente la citotoxicidad basal de las siete 
mezclas, empleando los mismos parámetros que en el estudio de los efectos 
individuales, se procedió a analizar morfológicamente el estado de los cultivos 
mediante la evaluación microscópica con azul de toluidina. Como se observa en la 
figura 14, las células Vero del cultivo control (A) presentan morfología fibroblástica, 
destacando su citoplasma ancho y plano y un nucleolo formado generalmente por 
dos o tres marcas fuertemente picnóticas en el núcleo, destacando además la 
presencia de células en división. 
 
Por su parte, la mezcla compuesta por BHA 100 µM + PPB 500 µM provocó 
vacuolización citosólica y pleiomorfismo en las células expuestas (B). En los cultivos 
expuestos a BHA 300 µM + PPB 500 µM, hay que reseñar que el gran efecto inducido 
por la mezcla es el descenso en el nivel de confluencia del cultivo, en gran medida 
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fruto de la pérdida de adhesión, observándose además degeneración hidrópica (C). 
Por separado, ni 500 µM de propilparabeno (D) ni 100 µM de BHA (E) mostraron 
cambios citológicos evidentes con la tinción de azul de toluidina. Sin embargo, 300 
µM de BHA provocó vacuolización citoplasmática (F), con una intensidad similar a la 
observada en los cultivos expuestos a la combinación binaria BHA 100 µM + PPB 
500 µM y menos grave que la descrita para BHA 300 µM + PPB 500 µM. Por último 
hay que indicar que el resto de mezclas no mostraron alteraciones morfológicas. 
 
 
 
Figura 14. Estudio de morfología general mediante microscopía de campo claro y tinción con azul de 
toluidina de los cultivos expuestos a butilhidroxianisol y/o propilparabeno durante 24 h. Barra 20 
µm. (A) Cultivo control, (B) células Vero tras la exposición a Mix 100 y (C) Mix 300. (D) Representa un 
cultivo de células Vero tratadas con 500 µM de PPB, (E) 100 µM de BHA y (F) 300 µM de BHA. 
 
 
3. Determinación del mecanismo de acción tóxica 
 
Con el fin de determinar el mecanismo de acción tóxica mediante el que se 
induce la inhibición de la proliferación en las mezclas binarias, los estudios se 
complementaron con diversas técnicas de análisis más específicas. En esta segunda 
fase del estudio se analizaron las dos combinaciones binarias definidas como las más 
tóxicas de entre las siete evaluadas, que corresponden a BHA 300 – PPB 500 (Mix 
300) y BHA 100 – PPB 500 (Mix 100). 
 
3.1. Estudio del mecanismo de acción de Mix 300 
 
Teniendo en cuenta que prácticamente todo el cultivo expuesto a la mezcla 
se había desprendido del sustrato, se realizó un recuento en un hemocitómetro 
para precisar el porcentaje de células que permanecían adheridas. Además, se 
procesaron siguiendo el protocolo para el ensayo de exclusión de azul tripán, 
con el fin de determinar si la membrana plasmática era funcional o si por el 
contrario había perdido su integridad. 
 
Estos resultados indicaron que un 86.6 ± 9.6 % de las células expuestas a la 
combinación aparecían en la fracción flotante. A pesar de ello, ninguna célula 
expuesta a la mezcla durante 24 h era permeable a azul tripán. Los tratamientos 
individuales también produjeron niveles significativos de células que perdían su 
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adhesión al sustrato, aunque no tan elevados (ANOVA, post hoc Bonferroni, 
p≤0.05). Los tratamientos con 300 µM de BHA produjeron un 19.5 ± 4.8 % de 
células flotantes y con 500 µM de PPB  del 6.3 ± 0.0 %. En las mismas 
condiciones, los cultivos control mostraron valores de pérdida de adhesión 
nulos (1.1 ± 3.3 %) y no aparecían células con la membrana plasmática alterada. 
Hay que destacar que tampoco en los tratamientos individuales se obtuvieron 
valores estadísticamente significativos de células positivas a azul tripán. 
 
Para determinar el estado en que se encontraban las células en suspensión, 
se realizó un análisis de las morfologías nucleares mediante microscopía óptica 
de fluorescencia después de la tinción con Hoechst 33258. Como se observa en 
la figura 15 el tratamiento Mix 300 mostraba núcleos con distintas morfologías:  
 
 
 
 
El recuento de las morfologías nucleares mostró que un 21.2 ± 3.2 % eran 
células vivas, aunque no se observaban figuras mitóticas, lo que confirmó que el 
cultivo estaba sometido a una fuerte parada de la proliferación. En cambio, en la 
fracción flotante de los tratamientos individuales sólo se observaron núcleos 
típicamente apoptóticos, que resultaban ser el 17.5 ± 3.9 % del total del cultivo 
para 300 µM de BHA y el 2.3 ± 0.7 % para 500 µM de PPB. 
 
En esta etapa del estudio se profundizó en el mecanismo de bloqueo de ciclo 
celular en interfase, para lo que se procedió a un análisis mediante citometría 
de flujo. En la figura 16, se observa el histograma de frecuencias de carga de 
ADN de un cultivo control de células Vero tras 24 h (A). En los cultivos 
expuestos a los compuestos de manera individual, lo que más llama la atención 
es el fuerte bloqueo en G0-G1 y los descensos en la fase S y G2-M (B y C). Sin 
embargo, los tratamientos Mix 300 muestran un evidente cambio de perfil (D). 
Se produce la reducción a la mitad del porcentaje de células en fase G0-G1, la 
casi duplicación de la proporción de células en fase S y no hay variaciones 
significativas en el periodo G2-M. Las diferencias más llamativas se observaron 
en la región donde se distribuyen las células con mayor contenido en ADN. El 
cultivo tratado incrementa su nivel medio de células poliploides hasta casi cinco 
veces con respecto al control. 
 
Figura 15. Distintas morfologías nucleares presentes en la fracción flotante del cultivo celular 
tras la exposición durante 24 horas a Mix 300. (A) Núcleo típicamente apoptótico que presenta 
cariorrexis. (B) Núcleo de una célula muerta con un único bloque de cromatina muy condensado 
y picnótico. (C) Cromatina heterogéneamente condensada con “aspecto cremoso”. (D-F) Núcleo 
interfásico analizado en distintos planos focales que muestra regiones punteadas altamente 
positivas tras el marcaje con  Hoechst 33258. Barra 5 µm.    
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A la luz de estos resultados, los datos se analizaron empleando un programa 
informático para modelizar ciclos celulares diploide-tetraploide (ModFit LTTM 
3.0), que estima la fase del ciclo celular tetraploide en la que se encuentran las 
células. Los resultados indicaron que las células con carga igual o superior a 4c 
se encontraban fundamentalmente en el periodo S y su ciclo diploide carecía de 
G2-M (figura 17).  
 
 
 
Figura 17. Modelización del ciclo diploide-tetraploide de los histogramas representativos del ciclo 
celular del control (A) y de Mix 300 (B) empleando ModFit LTTM 3.0. Dip S: fase S de la población 
diploide,  An1 S: fase S de la aneuploide.  
 
Figura 16. Histogramas representativos de la frecuencia de células en las distintas fases del ciclo 
celular analizadas tras los tratamientos con BHA y/o PPB durante 24 horas (n=6 por 
tratamiento). (A) Cultivo control, (B) 300 µM de BHA, (C) 500 µM de PPB y (D) Mix 300. 
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Como se observa en la figura 18, exposiciones más largas en el tiempo (48 h) 
mostraron que el histograma del control no variaba (A) mientras que los de los 
compuestos individuales mostraban una mayor cantidad de células en sub-G1 
(B y C). Además, el cultivo expuesto 48 h a la mezcla mostró un incremento de 
células muertas y restos celulares, cambiando drásticamente el perfil observado 
no sólo en el control, sino con el mismo tratamiento 24 horas antes (D). 
 
 
 
Con el fin de analizar la secuencia cronológica de los efectos que conducen a 
la muerte celular del cultivo y con ello, profundizar en el mecanismo de acción 
tóxica, se procedió a analizar las alteraciones observadas en estos mismos 
tratamientos a menores tiempos de exposición. Se evaluó la viabilidad celular y 
el contenido de proteína total de Mix 300 tras 4 horas de exposición (figura 19). 
Los ensayos de cuantificación de la proteína celular total, reducción del MTT y 
de captura de rojo neutro determinaron que la diana de acción primaria de esta 
combinación binaria eran las membranas celulares, ya que el test del rojo 
neutro era el más sensible, mostrando valores de viabilidad inferiores al 40 % 
con respecto al control, cuando el resto de ensayos mostraban resultados 
alrededor del 75 %. Con estos datos, concluimos que Mix 300 tras 4 horas de 
exposición induce una alteración específica de las membranas del 
compartimento endosomal, ya que la membrana plasmática estaba íntegra y las 
células eran impermeables al azul tripán. Los tratamientos individuales 
mostraron efectos significativos para 300 µM de BHA en la captura de rojo 
neutro y el contenido de proteína total. Sin embargo, sólo la integridad del 
compartimento endosomal se vio afectada significativamente tras la exposición 
durante 4 horas a 500 µM de PPB. 
Figura 18. Histogramas representativos de frecuencias de células en cada fase del ciclo celular 
analizando la carga de ADN por citometría de flujo tras 48 horas de exposición continua a BHA y/o 
PPB (n=6 por tratamiento). (A) Cultivo control, (B) 300 µM de BHA, (C) 500 µM de PPB y (D) Mix 
300.  
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Los resultados cuantitativos se complementaron con pruebas específicas 
para evaluar la integridad del compartimento endosomal y del retículo 
mitocondrial en las mismas condiciones experimentales (figura 20). Las células 
Vero presentan un compartimento endosomal bien desarrollado y de contenido 
ácido (A). Los tratamientos individuales con butilhidroxianisol indujeron 
alcalinización, tumefacción y pérdida del patrón de distribución típico de los 
lisosomas (B). Los tratamientos con PPB sólo produjeron una leve alcalinización 
del compartimento endosomal (C). Sin embargo, las células expuestas a la 
mezcla binaria (D) no eran capaces de acumular naranja de acridina en sus 
lisosomas y presentaban daños graves como la intensa vacuolización citosólica 
y la alteración de la morfología general.  
 
 
 
Por otra parte, las células Vero control marcadas con el colorante supravital 
rodamina 123 (E) mostraron mitocondrias con una distribución reticular 
característica alrededor del núcleo. El tratamiento individual con 
butilhidroxianisol mostró fragmentación del retículo mitocondrial (F).  Por el 
contrario, no se observaron daños tras la exposición a propilparabeno (G). Sin 
embargo, se puede observar que la exposición a Mix 300 produjo una severa 
fragmentación del retículo mitocondrial y una aparente pérdida de su potencial 
de membrana (H). 
 
Figura 19. Análisis de citotoxicidad basal tras 4 horas de exposición a Mix 300 y a sus 
componentes individuales empleando dos ensayos de viabilidad y el CPT. Las estrellas de 
colores muestran diferencias significativas con respecto al control (t-Student, p≤0.05). 
Figura 20. Marcaje supravital con naranja de acridina (A-D) y con rodamina 123 (E-H) tras 4 
horas de exposición. (A y E) corresponden a cultivos control no expuestos. (B y F) muestran 
células Vero tratadas con 300 µM de butilhidroxianisol. Las imágenes (C y G) muestran cultivos 
incubados con 500 µM de propilparabeno y en (D y H) se pueden observar las alteraciones 
inducidas por Mix 300. Barra 20 µm. 
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Finalmente, los resultados se completaron mediante recuentos de índice 
mitótico. Como se observa en la tabla 14 ningún tratamiento individual, ni la 
combinación de ellos produjo variaciones en la tasa de división del cultivo tras 4 
horas de exposición. Sin embargo, el recuento del índice de fases determinó que 
los valores del índice mitótico de la mezcla binaria estaban fundamentalmente 
sustentados por un incremento significativo de la frecuencia de metafases. Esto 
explicaría en parte los resultados obtenidos por el ensayo de Bradford. Sin 
embargo, no hay que olvidar que la cuantificación del contenido de proteína 
total puede verse influenciado por la pérdida de adhesión del cultivo y que, 
dado que las células mostraban síntomas de grave afectación, no serían 
descartables alteraciones en el citoesqueleto de actina. 
 
 
En este punto, se procedió a la cuantificación del porcentaje de células que se 
encontraban en la fracción flotante y por otro lado el de las que estaban 
adheridas al sustrato, tras la exposición a diferentes tiempos con Mix 300. Con 
todos estos datos se determinó que las células expuestas a la combinación 
binaria mostraron un incremento significativo de la pérdida de adhesión 
después de 4 horas. A las 9 h, los cultivos tratados con Mix 300 presentaban algo 
más del 40 % del cultivo en la fracción flotante, cuando los tratamientos 
individuales rondaban el 5 %.  La combinación binaria provocó que el 86.6 ± 9.6 
% de las células se encontraran en la fracción flotante tras 24 h de tratamiento, 
viéndose afectada la adhesión en la totalidad del cultivo a las 48 h (figura 21). 
 
 
 
 
 
 
 
Tasa de división 4 h 
 Control BHA 300 µM PPB 500 µM Mix 300 
Índice mitótico 100.0 ± 18.6 92.3 ± 22.7 99.6 ± 23.1 95.7 ± 15.6 
Frecuencia de metafases 47.9 ± 10.3 41.2 ± 4.7 47.0 ± 13.9 61.3 ± 13.6* 
Tabla 14. Índice mitótico como porcentaje respecto al control y frecuencia de metafases en 
células Vero tras 4 horas de exposición a Mix 300 y a sus componentes individuales. Los 
asteriscos muestran diferencias estadísticamente significativas con el control (t-Student, 
p≤0.05). 
Figura 21. Estudio de adhesión celular. Porcentaje de células en la fracción flotante de los 
cultivos expuestos a Mix 300 y a sus componentes individuales a lo largo del tiempo. Las 
estrellas de colores señalan los tiempos de exposición que muestran variaciones 
estadísticamente significativas con respecto al control (ANOVA y post hoc Bonferroni p≤0.05). 
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Estos estudios cuantitativos fueron complementados con detecciones 
específicas del citoesqueleto, que nos permitieron analizar las posibles 
alteraciones en los microfilamentos de actina, implicados en la adhesión celular. 
En la figura 22, se puede observar que los tratamientos individuales con BHA y 
PPB tras 4 y 9 horas no alteraban el citoesqueleto de actina, que presenta un 
aspecto similar en las células control. Sin embargo, los cambios son muy 
evidentes en Mix 300 desde las 4 horas de exposición, donde se observan graves 
alteraciones morfológicas, destacando el aspecto dendrítico de algunas células, 
la pérdida de adhesión y la desorganización del citoesqueleto de actina. 
 
 
 
 
En los tratamientos de 9 horas, se observa el evidente descenso de la 
confluencia del cultivo, que coincide con el significativo incremento que 
presenta la gráfica de pérdida de adhesión en este tiempo de exposición. 
Además hay que destacar la alteración de la típica morfología fibroblástica de 
las células Vero y la absoluta desorganización de las fibras de estrés, que 
explicaría el problema de adhesión. 
 
El patrón de microtúbulos no mostraba alteraciones destacables en las 
células interfásicas tras 4 h, salvo por las derivadas del cambio morfológico 
general inducido por los tratamientos con la mezcla binaria (figura 23). Sin 
embargo y como ya hemos descrito anteriormente, se observó un incremento 
en el porcentaje de células en metafase para los cultivos expuestos a Mix 300. 
 
Figura 22. Análisis del citoesqueleto de actina mediante detección específica con faloidina 
conjugada con TRITC y contratinción con Hoechst 33258. Imágenes representativas del  cultivo 
de células Vero expuestas a 300 µM de BHA y/o 500 µM de PPB durante 4 y 9 horas. Barra 20 
µm.  
Figura 23. Inmunodetección 
específica del citoesqueleto de 
tubulina en interfase y contratinción 
con Hoechst 33258 tras 4 horas de 
tratamiento con BHA y/o PPB. 
Imágenes representativas de un 
cultivo control (A), expuesto a 300 
µM de BHA (B), 500 µM de PPB (C) y 
Mix 300 (D). Barra 20 µm. 
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El estudio detallado de los husos mitóticos, mediante doble inmunodetección 
contra α- y γ-tubulina (figura 24), demostró que tras el tratamiento, se podían 
encontrar dos tipos de metafases. En las primeras, los cromosomas no se 
disponían en la placa metafásica (A) y no se formaban husos mitóticos bipolares 
(B), ya que las dos parejas de centrosomas se mantenían juntas (C-D). 
Asimismo, se observaban metafases clásicas, con cromosomas en la placa 
ecuatorial (E) y husos con dos polos correctamente separados (F-G) similares a 
las observadas en el control. 
 
 
 
 
En la figura 25, se muestran cromosomas de células en prometafase con 
husos anómalos (A-C) y cromosomas no congregados y mal distribuidos, debido 
a la ausencia de microtúbulos cinetocóricos que los estabilizaran en la placa 
ecuatorial. Además, estas células presentaban cromosomas de menor tamaño 
que los observados en las prometafases de husos normales (D-F). La frecuencia 
de estas prometafases aberrantes a las 4 horas fue del 45.0 ± 17.3 %, 
alcanzando el 86.9 ± 9.4 % a las 9 horas. Es importante señalar que dichas 
alteraciones nunca fueron observadas en el control, ni en los tratamientos 
individuales (ANOVA y post hoc de Bonferroni, p≤0.05). 
 
Figura 24. Análisis de las  metafases de las células Vero tras 4 horas de tratamiento con Mix 300. 
Metafases aberrantes (A-D) y metafase control (E-H). Marcaje específico de cromatina con 
Hoechst 33258 (A y E). Inmunodetección de los microtúbulos del huso mitótico con anti-α-
tubulina (B y F). Inmunodetección de los centrosomas con anti-γ-tubulina (C y G). Imágenes 
superpuestas de los tres canales (D y H). Barra 5 µm.  
Figura 25. Estudio de la 
morfología de los 
cromosomas en metafase 
mediante tinción específica 
de ADN con Hoechst 33258. 
Núcleos de células en 
metafase que han estado 
expuestas durante 4 horas a 
Mix 300 (A-C). Metafases de 
un cultivo control (D-F). 
Barra 5 µm. 
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Nuestro siguiente paso, consistió en estudiar los cromosomas metafásicos de 
células tras los distintos tratamientos durante 4 horas. Tras esta exposición, 
incubamos 4 horas con Colcemida® para inducir un bloqueo en metafase. En la 
figura 26, se observan los cromosomas de una célula control (A) y de las 
expuestas a BHA (B) y a PPB (C), sin cambios evidentes. Las células expuestas a 
Mix 300 (D) presentaban cromosomas de menor tamaño y diferente aspecto. 
Además, se detectaban puentes de cromatina entre los pequeños cromosomas, 
algo que no se observó en las metafases control, ni en las que de los cultivos 
tratados con los compuestos por separado. 
 
 
 
En este momento del estudio, planteamos la hipótesis de que quizás las 
células expuestas a la mezcla binaria BHA 300 µM + PPB 500 µM pudieran estar 
sometidas a un estrés que les produjera condensación prematura de la 
cromatina (CPC), haciéndolas entrar en mitosis sin que la síntesis de ADN 
hubiera concluido. De manera general, los procesos de CPC están asociados con 
daño al ADN, por lo que nuestros siguientes análisis se encaminaron a 
determinar si las células expuestas a Mix 300 sufrieron algún daño genotóxico. 
Para ello, llevamos a cabo una detección inmunocitoquímica contra 8-OHdG, 
obteniéndose resultados positivos para el cultivo tratado con la mezcla binaria, 
aunque también en las células expuestas a BHA y PPB por separado (figura 27).  
 
 
 
 
Figura 26. Análisis de la integridad cromosómica tras la exposición durante 4 horas a la 
combinación binaria Mix 300 y a sus componentes individuales. Cromosomas metafásicos de 
una célula Vero control tras el bloqueo inducido por Colcemida® (A). Tratamientos con 300 
µM de BHA (B) y 500 µM de PPB (C). Célula expuesta a la mezcla (D), las cabezas de flecha 
señalan puentes cromatínicos. Barra 5 µm.   
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La oxidación de bases del ADN suele deberse a la presencia intracelular de 
niveles elevados de especies reactivas de oxígeno (ERO) que cuantificamos 
mediante DCFH-DA. Como se observa en la figura 28, tras 4 horas de exposición 
a Mix 300 se producía un incremento significativo en los niveles de estrés 
oxidativo, que se detectaba también en los cultivos tratados con BHA 300 µM y 
con PPB 500 µM, aunque con menor intensidad. La generación de radicales 
libres fue dependiente del tiempo de exposición, revelando tras 24 h un 
aumento respecto de 4 horas en todos los tratamientos. 
 
 
 
El estrés oxidativo puede ser responsable de la oxidación de bases, pero es 
poco frecuente que se encuentre directamente asociado a los procesos de 
condensación prematura de la cromatina. Sin embargo, las roturas de doble 
cadena de ADN suelen aparecer asociadas a CPC, por lo que llevamos a cabo una 
inmunodetección de γ-H2AX para comprobar este daño genotóxico en nuestras 
condiciones experimentales. Nuestros resultados mostraron que tras 4 horas de 
exposición a Mix 300, se triplicó con respecto al control el porcentaje de células 
del cultivo que presentaban roturas de doble cadena (DSB). En cuanto a los 
tratamientos individuales, se observaron incrementos en las frecuencias de 
células con roturas de doble cadena, aunque no fueron estadísticamente 
significativos (figura 29). 
  
Figura 27. Detección del daño oxidativo al ADN mediante marcaje inmunocitoquímico contra 8-
OHdG. La gráfica representa el índice 8-OHdG calculado para los diferentes tratamientos con 
BHA y/o PPB durante 4 horas. Las estrellas indican diferencias estadísticamente significativas 
(t-Student, p≤0.05). Las imágenes de microscopía de campo claro muestran campos 
representativos de los cultivos control (A), Mix 300 (B), 300 µM de BHA (C) y 500 µM de PPB 
(D). Barra 20 µm.   
Figura 28. Cuantificación de estrés oxidativo mediante detección de diclorofluoresceína tras 4 y 
24 horas de tratamiento con BHA y/o PPB. Las estrellas indican diferencias estadísticamente 
significativas con respecto al control (t-Student, p≤0.05).  
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3.2. Estudio del mecanismo de acción de Mix 100 
 
A diferencia de lo que ocurría en los tratamientos con Mix 300, los cultivos 
incubados con Mix 100 presentaron un 18.0 ± 8.2 % de células en la fracción 
flotante, todas ellas con morfología nuclear apoptótica. Del mismo modo,  500 
µM de PPB provocó la muerte celular y la pérdida de adhesión al sustrato en un 
6.3 ± 0.0 % de las células. Sin embargo, 100 µM de BHA no tuvo efecto sobre la 
adhesión ni indujo muerte celular, mostrando valores similares a los de los 
cultivos control (t-Student, p≤0.05).  
 
Figura 29. Detección específica de roturas de doble cadena de ADN mediante inmunofluorescencia 
contra γ-H2AX. La tabla muestra valores medios y la desviación estándar de la frecuencia de células 
positivas a DSB tras 4 horas de tratamiento, como porcentaje respecto al control. Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas con el control (t-Student, p≤0.05). En las 
imágenes se muestran campos representativos de los diferentes cultivos tratados. Barra 20 µm.   
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Los análisis realizados sobre la integridad del citoesqueleto (figura 30) 
revelaron que el patrón de microtúbulos no se vio alterado ni en interfase, ni en 
división. Sin embargo, la detección específica de microfilamentos de actina 
mostró una clara desorganización del patrón general con un descenso del 
número de fibras de estrés y la aparición de células con aspecto dendrítico.  
 
 
Figura 30. Análisis del citoesqueleto celular mediante detecciones específicas tras 24 horas de 
exposición a BHA y/o PPB. Imágenes representativas de los microfilamentos de actina (rojo), 
microtúbulos interfásicos (verde) y ambos marcajes contrateñidos con Hoechst 33258 (azul). 
Barra 20 µm. 
 
Además de las alteraciones sobre el citoesqueleto, las membranas celulares 
en general y el compartimento endosomal en particular vieron comprometida 
su estabilidad como se había visto en los ensayos previos de citotoxicidad, ya 
que el ensayo de captura de rojo neutro fue el segundo biomarcador más 
sensible para Mix 100. A pesar de esto, el ensayo de exclusión del azul tripán, 
que evalúa la integridad de la membrana plasmática, mostró resultados 
negativos (t-Student, p≤0.05). Estos estudios se complementaron con pruebas 
de la morfología subcelular mediante el marcaje supravital con naranja de 
acridina (figura 31). Las células Vero control mostraron un patrón de 
distribución de lisosomas marcados en rojo-naranja intenso (A), que se vio 
levemente alcalinizado en tratamientos con BHA (B) y con PPB (C). Las células 
expuestas a Mix 100 también mostraron ligera alcalinización del compartimento 
endosomal y una desorganización del patrón clásico de lisosomas (D). 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Marcaje supravital con naranja de acridina (A-D) y con rodamina 123 (E-H) tras 24 
horas de tratamiento. (A y E) corresponden a cultivos control no expuestos. (B y F) muestran 
células Vero tratadas con 100 µM de butilhidroxianisol. Las imágenes (C y G) muestran 
cultivos incubados con 500 µM de propilparabeno y en (D y H) se pueden observar las 
alteraciones inducidas por Mix 100. Barra 20 µm. 
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En el análisis de la morfología subcelular que complementaba los estudios de 
citotoxicidad basal, empleamos rodamina 123 para determinar el estado de las 
mitocondrias, que se veía afectado según el ensayo de reducción del MTT. Las 
células control (E) presentaban un patrón filamentoso de mitocondrias 
alrededor del núcleo y los tratamientos individuales provocaron ligeras 
fragmentaciones del retículo mitocondrial (F-G). Del mismo modo, Mix 100 
desencadenó una evidente fragmentación de este orgánulo (H).  
Por otro lado y teniendo en cuenta que la tasa de división del cultivo fue el 
parámetro más sensible, el estudio prosiguió con un análisis pormenorizado del 
ciclo celular. El índice mitótico de los cultivos expuestos a Mix 100 fue 
prácticamente nulo (2.3 ± 2.8 %) tras 24 horas, lo que puede explicar la 
reducción del CPT, junto con la pérdida de adhesión del cultivo. Con el fin de 
precisar con exactitud la etapa de la interfase en la que se produce el bloqueo, 
realizamos estudios de contenido de ADN mediante citometría de flujo (figura 
32). El histograma de frecuencias para un cultivo control de células Vero se 
muestra en (A). Los tratamientos con 100 µM de BHA (B) provocaron sólo 
descensos significativos en la fase G2-M (t-Student, p≤0.05). Sin embargo, en el 
caso del cultivo expuesto a 500 µM de propilparabeno (C) y de la combinación 
binaria (D) se observó un bloqueo del ciclo en G0-G1, con descensos en S y G2-
M. Además, Mix 100 mostró incrementos significativos con respecto al control 
en el porcentaje de células  con cargas superiores a 4c, que no se observaban en 
los tratamientos individuales (t-Student, p≤0.05).  
 
 
 
 
 
Figura 32. Histogramas representativos de la frecuencia de células en cada fase del ciclo 
celular analizando la carga de ADN por  citometría de flujo tras 24 horas de exposición a  la 
combinación binaria Mix 100 y a sus componentes individuales (n=6 por tratamiento). (A) 
Cultivo control, (B) 100 µM de BHA, (C) 500 µM de PPB y (D) Mix 100.   
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Teniendo en cuenta que los efectos que estábamos detectando en Mix 100 
eran muy similares a los previamente observados en Mix 300 y que la 
composición  sólo difiere en la concentración de un compuesto, decidimos 
estudiar los niveles de especies reactivas de oxígeno y el posible daño al ADN 
por oxidación de bases. Este tipo de abordaje está recomendado por multitud 
de organismos reguladores como la Agencia de Protección Ambiental y la 
Sociedad de Toxicología estadounidenses y consiste en estimar los efectos 
esperables en función de la homología de las mezclas, lo que se conoce como 
aproximación por analogía o “read across”. 
 
Los resultados mostraron incrementos significativos de los niveles de 
especies reactivas de oxígeno, en los cultivos tratados con la combinación 
binaria y con el propilparabeno de manera individual, a las 4 y 24 horas de 
exposición. Sin embargo, BHA 100 µM mostró una ligera capacidad antioxidante 
en los cultivos expuestos induciendo descensos en los niveles de ERO tras 24 h 
(figura 33). 
 
  
 
Ante esta situación realizamos un estudio de detección inmunoespecífica 
contra 8-OHdG tras 24 h de exposición. Las imágenes mostraban una oxidación 
de bases generalizada en todos los tratamientos evaluados (figura 34), cuando 
en el control era inapreciable (A). 
 
 
 
Figura 33. Cuantificación de  estrés oxidativo por fluorimetría, mediante el ensayo de la 
diclorofluoresceína tras 24 horas de exposición a BHA y/o PPB. Las estrellas indican 
diferencias estadísticamente significativas (t-Student, p≤0.05).  
Figura 34. Detección del daño oxidativo al ADN mediante marcaje inmunocitoquímico contra 
8-OHdG. Representación gráfica del índice 8-OHdG calculado para los diferentes tratamientos 
con BHA y/o PPB durante 24 horas. Las estrellas indican diferencias estadísticamente 
significativas (t-Student, p≤0.05). Las imágenes de microscopía de campo claro muestran 
campos representativos de los cultivos control (A), Mix 100 (B), 100 µM de BHA (C) y 500 µM 
de PPB (D). Barra 20 µm.   
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Sin embargo, hay que destacar un resultado sorprendente, ya que el cultivo 
expuesto a 100 µM de BHA (B), también reflejó daño oxidativo al ADN, a pesar 
de no producir estrés oxidativo según el ensayo de diclorofluoresceína 
diacetato. Con el fin de complementar esta observación, realizamos otra prueba 
específica para detectar la presencia de radical superóxido. Como se observa en 
la figura 35, la dihidroetidina (DHE) mostró una acumulación preferente en la 
mitocondria, como se puede ver en los controles (A). Cuando se produce estrés 
oxidativo mediado por anión superóxido, las células del cultivo presentan una 
marca nuclear roja como se puede ver tras el tratamiento con 300 µM de BHA, 
que se empleó como control positivo (B-C). Los resultados obtenidos con DHE, 
para Mix 100 y sus componentes individuales por separado, demostraron que la 
presencia de superóxido no fue significativa ni relevante (D-F).  
 
 
 
 
De cualquier modo y ante el marcaje positivo a 8-OHdG tras los diferentes 
tratamientos, es posible que el daño oxidativo en el ADN condujera a roturas de 
doble cadena y por lo tanto llevamos a cabo la inmunodetección específica con 
γ-H2AX (figura 36). Los cultivos control mostraron un porcentaje basal de 
células con DSB (5.0 ± 1.6 %), siendo casi 6 veces superior para la combinación 
binaria Mix 100 y alrededor de 2 veces para los tratamientos individuales 500 
µM de PPB y 100 µM de BHA, que presentaban un índice de marcaje 
significativamente superior al del control tras 24 horas (t-Student, p≤0.05). 
Además se analizaron los cultivos tras 4 horas de exposición a Mix 100 y sus 
componentes individuales, obteniéndose incrementos en el porcentaje de 
células con DSB con respecto al control en todos los tratamientos, excepto para 
las células expuestas a propilparabeno (t-Student, p≤0.05). 
 
  
Figura 35. Imágenes representativas de la detección de anión superóxido mediante marcaje 
supravital con dihidroetidina, tras la exposición durante 24 horas a la combinación binaria Mix 
100 y a sus tratamientos individuales. Marcaje en células Vero control no expuestas (A). Control 
positivo de la prueba realizado con BHA 300 µM (B-C). Cultivos tratados con BHA 100 µM (D) y 
PPB 500 µM (E). Células expuestas a Mix 100 (F). Barra 20 µm. 
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Figura 36. Detección específica de roturas de doble cadena de ADN mediante inmunofluorescencia 
contra γ-H2AX. La tabla muestra valores medios y la desviación estándar de la frecuencia de células 
positivas a DSB, como porcentaje respecto al control a las 4 y 24 horas. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (t-Student, p≤0.05). En las imágenes se muestran campos 
representativos de los diferentes cultivos tratados durante 24 horas. Barra 20 µm. 
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3.3. Estudio del efecto tóxico retardado 
 
El estudio del efecto tóxico retardado se centró principalmente en ensayos 
de proliferación y daño al ADN. Tras la exposición durante 24 h, se procedió a 
sustituir el medio con las diferentes sustancias, por medio sin drogas durante 
24 y 48 horas adicionales. En ese momento se cuantificó el contenido de 
proteína celular total como se muestra en la figura 37. Los resultados obtenidos 
para la mezcla binaria Mix 100 fueron sorprendentes, ya que si bien tras 24 
horas se observaba un descenso del CPT hasta el 39.2 ± 15.1 %, 24 horas más 
tarde sólo era el 45.1 ± 7.3 %, siendo 48 h después de la retirada de las drogas 
el 82.6 ± 6.6 %. En lo que respecta a los tratamientos individuales, 100 µM de 
BHA no mostró descensos significativos para el CPT a las 24 horas de 
tratamiento continuo, pero mostró incrementos de proteína superiores al 20 % 
respecto al control 48 h después de su retirada. En el caso de los cultivos 
expuestos durante 24 h a 500 µM PPB, se observó un descenso de su CPT 
alcanzando el 52.4 ± 10.3 % y tras 48 h sin droga presentó valores como los del 
control 96.7 ± 18.5 %. Por último, hay que resaltar que tras 72 horas de 
tratamiento continuo, sólo se detectó proteína en los cultivos control y tratados 
con BHA 100 µM (71.7 ± 10.4 %) y PPB 500 µM (8.1 ± 2.6 %). 
 
 
 
Teniendo en cuenta que estos valores aparecen normalizados con respecto 
a sus controles, la velocidad de crecimiento de los cultivos pretratados durante 
24 horas, era mucho mayor que la del control. En este momento, se diseñó un 
parámetro en base a los datos de CPT, que se calculó como el valor de cada 
tratamiento respecto al cuantificado para ese mismo grupo experimental a las 
24 h. Como se ve en la figura 38, esta variable describe una gráfica de 
crecimiento donde la pendiente de las curvas sería una aproximación razonable 
a la velocidad de crecimiento del cultivo. En este caso, incluimos todos los 
tratamientos evaluados a lo largo del estudio excepto Mix 300, que no pudo 
analizarse debido a la pérdida del cultivo tras 24 horas.  
Figura 37. Cuantificación del CPT tras la exposición a diferentes tratamientos con BHA y/o PPB 
de forma continua durante 24 (azul) ó 72 horas (verde). Los estudios de efecto tóxico 
retardado se llevaron a cabo tras 24 horas de exposición continua y otras 24 ó 48 horas de 
exposición sin drogas (naranja y rojo respectivamente). Las estrellas indican diferencias 
estadísticamente significativas con respecto a sus controles (t-Student, p≤0.05).  
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De acuerdo con estos datos, hay que destacar la similitud de tendencias 
observadas entre las respuestas obtenidas en los cultivos expuestos a Mix 100 y 
en los tratados únicamente con propilparabeno. Por otro lado, las tasas de 
crecimiento de todos los tratamientos eran significativamente superiores a la 
del control, salvo en el caso del BHA 300 µM. 
 
Con intención de confirmar si este incremento de la cantidad de proteína 
celular del cultivo estaba sustentado en la tasa de división, procedimos a 
realizar recuentos de índice mitótico tras 48 horas de recuperación (tabla 15). 
Los resultados mostraron valores en torno a dos veces los del control tanto para 
Mix 100, como para los tratamientos individuales, ratificando que los cultivos 
pretratados proliferan más rápidamente que los controles tras la retirada de la 
droga. El cultivo expuesto a BHA 300 µM también mostró tasas de división 
superiores al control, aunque no tan elevadas como los otros tratamientos.  
 
Tasa de división (%) (24+48 h) 
Control BHA 100 BHA 300 PPB 500 Mix 100 
2.2 ± 0.8 4.8 ± 1.0* 2.7 ± 0.9 4.2 ± 0.2* 4.0 ± 0.0* 
 
Tabla 15. Tasa de división de los cultivos expuestos durante 24 horas a BHA y/o PPB y crecidos 
posteriormente en ausencia de drogas 48 horas más. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al control (t-Student, p≤0.05). 
 
El trabajo continuó con estudios de citometría de flujo (tabla 16) en los que 
pudimos observar la disminución significativa de las frecuencias de las fases 
G0-G1 en todos los tratamientos (BHA 100 µM, BHA 300 µM, PPB 500 µM y Mix 
100) 24 horas después de retirar la droga, incrementándose el porcentaje de 
células en el periodos S de los cultivos pretratados con BHA 300 µM y Mix 100. 
Sin embargo, únicamente el G2-M de los cultivos preincubados con BHA (100 y 
300 µM) y con la mezcla Mix 100, mostraron incrementos estadísticamente 
significativos. Tras 48 horas sin droga, se observó un descenso del número de 
células en G0-G1 y un incremento de las fases S y G2-M en todos los 
tratamientos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Normalización de la cuantificación de la proteína total del cultivo respecto al 
tratamiento a las 24 horas. Las estrellas indican diferencias estadísticamente significativas con 
respecto al cultivo control en ese tiempo (t-Student, p≤0.05). 
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Tabla 16. Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo de los cultivos expuestos durante 
24 horas a BHA y/o PPB y crecidos posteriormente en medio sin drogas 24 y 48 horas más. Los 
asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con respecto al control (t-Student, 
p≤0.05). 
 
Todos los datos en conjunto indican que la presencia de las drogas de 
manera individual y combinada provoca una inhibición de la proliferación. En 
cambio, tras la retirada de los compuestos, las células se incorporan al ciclo 
celular con una tasa de división superior a la del control.  
 
Teniendo en cuenta que se había producido un daño sobre el ADN que era el 
responsable de la parada de ciclo, decidimos estudiar si el daño había 
desaparecido con la retirada de la droga, mediante inmunodetecciones contra γ-
H2AX. Los resultados mostraron que en general, se había producido la 
reparación de las roturas de doble cadena en el ADN (tabla 17). Los recuentos 
indicaron que la combinación binaria había reducido la tasa de células positivas 
a roturas de doble cadena de ADN, aunque seguía siendo superior a la de un 
control. Sin embargo, los tratamientos individuales (BHA 100 µM y PPB 500 
µM) presentan un significativo descenso del porcentaje de células con dobles 
roturas de ADN respecto al control. En este punto hay que resaltar que los 
cultivos expuestos a 300 µM de BHA presentaron un porcentaje de células 
positivas a γ-H2AX muy superior al del control, lo que explicaría su menor tasa 
de división. 
 
 Células positivas a γ-H2AX (% del control) 
 Control BHA 100 BHA 300 PPB 500 Mix 100 
24 h 100.0 ± 32.2 216.5 ± 0.4* 374.8 ± 90.2* 160.7 ± 0.8* 573.9 ± 71.0* 
24+24 h 100.0 ± 16.0 57.9 ± 10.5* 292.1 ± 48.7* 47.5 ± 10.0* 209.1 ± 41.4* 
 
Tabla 17. Porcentaje de células que presentan roturas de doble cadena de ADN tras la 
exposición durante 24 horas a BHA y/o PPB y crecidos posteriormente en medio sin drogas 24 
horas más. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con respecto al 
control (t-Student, p≤0.05). 
 
Los resultados en su conjunto indican que tras la inducción del daño y la 
retirada de la(s) droga(s) se incrementa la tasa de división a la vez que se 
reduce el porcentaje de roturas de doble cadena, incluso en Mix 100.  
 
 
 
 
 
 
Estudio del ciclo celular 
24+24 h 
 Control BHA 100 BHA 300 PPB 500 Mix 100 
G0-G1 60.3 ± 6.2 43.2 ± 5.8* 42.7 ± 1.7* 52.7 ± 0.4* 41.2 ± 3.7* 
S 14.4 ±2.1 17.5 ± 3.8 22.1 ± 1.5* 18.9 ± 3.3 22.5 ± 1.8* 
G2-M 12.5 ± 1.4 19.4 ± 3.3* 23.3 ± 0.4* 12.9 ± 0.8 24.2 ± 1.9* 
24+48 h 
G0-G1 69.7 ± 0.5 43.8 ± 0.4* 63.0 ±1.8* 47.6 ± 3.5* 43.8 ± 0.6* 
S 16.5 ± 0.3 21.4 ± 0.7* 19.7 ± 1.3* 21.9 ± 1.6* 24.2 ± 2.8* 
G2-M 12.9 ± 0.8 17.9 ± 0.5* 15.2 ± 1.1* 16.7 ± 0.1* 16.9 ± 6.1* 
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3.4. Aproximación –ómica del efecto combinado 
 
Con el fin de aproximarnos a las respuestas moleculares asociadas a los 
efectos tóxicos producidos por las combinaciones binarias de BHA y PPB, 
empleamos una potente herramienta de análisis de expresión génica, basada en 
microarrays de ADNc. Nuestro modelo celular muestra limitaciones a la hora de 
este tipo de estudios, sin embargo CholestChipTM presenta unas características 
únicas que nos han permitido utilizarlo para el estudio del ciclo celular en 
nuestro sistema experimental. La validez de los resultados se infiere de la 
calidad de las señales obtenidas, bajo las mismas condiciones en las que se 
trabaja con secuencias procedentes de líneas celulares y pacientes humanos. 
 
Los análisis sólo se pudieron llevar a cabo con Mix 100, ya que el 
procesamiento previo demostró que Mix 300 inducía una grave represión de la 
expresión génica y no se pudo obtener suficiente cantidad de ARNm (figura 39).  
 
 
      
Los resultados otenidos para el microarray de ADNc mostraron que se 
produjeron hibridaciones en 214 genes,  el 67.1% del total. De ellos, 75 (35.1%) 
eran secuencias relacionadas con la regulación de la proliferación, cuyo análisis 
realizamos por separado. En general, los datos derivados de esta técnica 
parecen confirmar los resultados previamente obtenidos para el tratamiento 
combinado (BHA 100 µM + PPB 500 µM) en los estudios de proliferación y daño 
al ADN empleando nuestra metodología clásica. Los genes implicados en la 
regulación y activación del ciclo celular, ciclinas y CDK, se mostraban 
reprimidos como consecuencia de los tratamientos con Mix 100. Además, se 
podía observar que los relacionados con puntos de control del ciclo celular y los 
inhibidores de CDK se encontraban sobreexpresados, como es el caso de p21. En 
este entramado de rutas de señalización coordinado para evitar la división 
celular, destacó la vía implicada en la respuesta de daño al ADN: ATM-p53-p21 
(figura 40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. (A) Nivel de expresión 
génica basado en la cuantificación del 
ARNm extraído de los cultivos 
expuestos durante 24 horas a los 
diferentes tratamientos de BHA y/o 
PPB. Cantidad de ARNm cuantificada 
en Nanodrop. (B) Electroforesis de 
ARN de las diferentes muestras 
analizadas (1: control; 2: BHA 100 µM; 
3: BHA 300 µM; 4: PPB 500 µM; 5: Mix 
100; 6: Mix 300).  
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Figura 40. Esquema procedente de Pathway explorer en el que se muestran los diferentes genes 
analizados que controlan el ciclo celular, donde destacan la represión de kinasas depedientes de 
ciclinas y las ciclinas, junto con la sobreexpresión de ATM, p53 y p21/CDKN1A, que están implicados 
en la señalización del daño al ADN. Los resultados se muestran en forma de degradado de color 
desde el verde (represión) al rojo (sobreexpresión) en cajas de tres celdillas. La primera representa 
la respuesta tras el tratamiento con 500 µM de PPB, la central muestra los cambios producidos por 
100 µM de BHA y finalmente la de la derecha refleja los resultados de la exposición a la combinación 
binaria Mix 100.  
 
 
Como se puede observar en detalle en la figura 41, se produjo la represión de 
kinasas dependientes de ciclinas como CDK1/CDC2, CDK2 y CDK10, de 
promotores y controladores del ciclo celular como CDC20, CDC34, antígeno 
nuclear de células proliferantes (PCNA), proteína 2 asociada a la kinasa de la 
fase S (SKP2) y polo like-kinasa 1 (PLK1), entre otros. Del mismo modo 
aparecen reprimidos los genes de las ciclinas A2, B1, D1 y D3. Sin embargo, 
existen dos genes con niveles de ARN mensajero elevados que promueven el 
ciclo celular, que son la ciclina E2 (CCNE2) y la ciclina H (CCNH). 
 
Por otro lado, hay que destacar que los genes implicados en la parada de 
ciclo celular (CDKN1C/p57) y de daño al ADN (ATM, p53, p21/CDKN1A) 
presentan incrementos en los niveles de expresión. Además, el estudio del 
microarray nos permitió detectar cambios en la expresión de otros genes 
asociados con respuestas de estrés osmótico. Así por ejemplo se observaron 
incrementos en la expresión de MAPK8/JNK1, caveolinas e integrinas. 
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Figura 41. Análisis de la expresión génica empleando CholestChipTM. (A) Análisis jerárquico del 
microarray completo. (B) análisis jerárquico que sólo incluye genes relacionados con la 
proliferación celular. (C) Estudio de grupos (clusters). Se observan grupos de genes que 
presentan respuestas comunes a los tres tratamientos analizados. Además se muestran las 
gráficas de los niveles de expresión cuantificados en el microarray y agrupados por bloques. 
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El siguiente paso en el análisis de la expresión génica consistió en validar el 
microarray. Sin embargo, esto resulta complejo debido a que no se conocen 
secuencias nucleares de Chlorocebus aethiops. Actualmente, sólo se conocen 
trece genes del mono verde africano, todos ellos mitocondriales. Para valorar si 
era viable el uso de los primers empleados en estudios con células humanas en 
nuestro modelo experimental, estimamos la homología de secuencias entre 
humanos y Chlorocebus aethiops utilizando el programa de alineamiento BLAST, 
que demostró que aunque no son idénticas, las trece secuencias presentan una 
homología superior al 70 % (tabla 18).  
 
 
 
Por este motivo, llevamos a cabo los estudios de validación por RT-qPCR 
empleando secuencias cebadoras que se utilizan de manera rutinaria con 
material procedente de líneas celulares y pacientes humanos. Sin embargo, los 
resultados no fueron de la calidad necesaria. Como se puede observar en la 
figura 42, los análisis realizados sobre diferentes secuencias relacionadas con el 
ciclo celular, muestran que el estudio en células Vero no es posible empleando 
estos primers. 
 
La ausencia de secuencias conocidas de mono verde africano nos hizo 
abordar el problema mediante la búsqueda de secuencias consenso de humano 
y de macaco (Macaca mulatta), el primate más próximo filogenéticamente a 
Chlorocebus aethiops del que se tienen datos. Sin embargo, esta labor resultó 
infructuosa, ya que no pudimos encontrar secuencias teóricamente útiles para 
realizar el estudio de RT-qPCR (datos no mostrados). 
Homología de secuencia Homo sapiens vs. Chlorocebus aethiops (%) 
Gen Nombre ID H. sapiens ID C. aethiops Homología de secuencia (%) 
ATP 6 Subunidad 6 de la ATP sintetasa F0 4508 3416036 49.3 
ATP 8 Subunidad 8 de la ATP sintetasa F0 4509 3416035 64.9 
Cox 1 Subunidad 1 de la citocromo C oxidasa 4512 3416033 80.8 
Cox 2 Subunidad 2 de la citocromo C oxidasa 4513 3416034 80.2 
Cox 3 Subunidad 3 de la citocromo C oxidasa 4514 3416037 79.8 
Cyt B Citocromo B 4519 3416031 78.5 
ND 1 Subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa 4535 3416026 82.3 
ND 2 Subunidad 2 de la NADH deshidrogenasa 4536 3416032 78.1 
ND 3 Subunidad 3 de la NADH deshidrogenasa 4537 3416038 100.0 
ND 4 Subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa 4538 3416028 79.7 
ND 4L Subunidad 4L de la NADH deshidrogenasa 4539 3416027 78.1 
ND 5 Subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa 4540 3416029 78.7 
ND 6 Subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa 4541 3416030 78.2 
PROMEDIO 77.6 
Tabla 18. Estudio de la homología de secuencias entre Chlorocebus aethiops y Homo sapiens para los 
genes secuenciados de mono verde africano. 
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Ante la situación de no poder validar el ensayo, los resultados obtenidos 
mediante el microarray debemos considerarlos semicuantitativos, pero se 
aproximan con precisión al fundamento del proceso tóxico observado, que 
consiste en parada de ciclo con daño al ADN. Teniendo en cuenta que los 
cambios en los niveles de ARNm no son en última instancia los responsables de 
las respuestas celulares, sino que los efectores son las proteínas, llevamos a 
cabo un estudio mediante western blot en el que incluimos Mix 300.  
 
En base a los resultados obtenidos mediante los estudios de expresión 
génica, nos centramos en analizar los niveles de proteína de p53, p21, PLK1 y 
CCNE. Se seleccionaron estas proteínas debido a que representan cada uno de 
los puntos de interés que habíamos detectado con las pruebas de rutina.  
 
Como se observa en la figura 43, los estudios de western blot demostraron 
que se producía un incremento significativo en la cantidad de la proteína p53 en 
todos los cultivos expuestos a los diferentes tratamientos. Los niveles de la 
proteína p21 aumentaron respecto al control en todos los tratamientos, siendo 
estadísticamente significativo en todos los grupos de dosis salvo para 100 µM 
de BHA. Con estos resultados, se pone de manifiesto que el efecto 
antiproliferativo por bloqueo del ciclo celular en G0-G1 producido por la 
exposición a la mezcla binaria y a los compuestos individuales se debe a 
incrementos de p21 y de p53, que responden al daño al ADN observado. 
 
Aunque la ausencia de figuras mitóticas en Mix 100 puede estar relacionada 
con el bloqueo en el ciclo celular mediado por p21, el papel de polo-like kinasa 
es clave, ya que regula la entrada en mitosis, asociándose el número de células 
en división con el incremento de los niveles de esta proteína. Nuestros 
resultados indican que PLK1 presenta cantidades significativamente superiores 
a las detectadas en un control tras la exposición a 500 µM de PPB y alcanzando 
el valor máximo en Mix 100. En cambio, tras el tratamiento con Mix 300 el 
cultivo mostró valores significativamente menores a los cuantificados en el 
control.  
Figura 42. Estudio de PCR cuantitativa en tiempo real para llevar a cabo la validación del microarray. 
Las curvas de disociación para las secuencias procedentes de células Vero analizadas (CDKN2C, CDKN1B 
y CDC20) no fueron de la calidad necesaria para llevar a cabo el estudio, ya que se observan diferentes 
productos de reacción (A-C). En promielocitos leucémicos humanos (HL60), los cebadores funcionaron 
correctamente para el estudio de las mismas secuencias (D-E). Gráficas amablemente cedidas por la 
Dra. Lidia A. Daimiel Ruiz (Laboratorio de Microarrays del Servicio Bioquímica-Investigación del 
Hospital Ramón y Cajal).   
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Figura 43. Cuantificación de proteínas por Western blot. Se analizaron p53, p21, PLK1 y ciclina E 
de los cultivos celulares expuestos a BHA y/o PPB y sus combinaciones binarias Mix 100 y Mix 300 
tras 24 horas, empleándose como control de carga γ-tubulina. Las estrellas indican diferencias 
estadísticamente significativas con el control (t-Student, p≤0.05) 
 
Por otra parte, nuestros resultados indican que el incremento en el 
porcentaje de células con cargas superiores a 4c que se observa en el cultivo 
tras 24 h de tratamiento, representa un desacoplamiento del periodo S de la 
interfase y la mitosis, que crea un bucle en el periodo de síntesis. En nuestras 
condiciones experimentales, la CCNE, una de las ciclinas responsables de 
entrada en el periodo S, presentaba cambios en la expresión génica. La isoforma 
1 aparecía ligeramente reprimida, en cambio la isoforma 2 mostraba 
incrementos en los niveles de ARNm. Los estudios de western blot, llevados a 
cabo para analizar la cantidad de proteína, mostraron que los tratamientos 
combinados Mix 100 y Mix 300 indujeron una reducción de los niveles ciclina E 
de más de la mitad con respecto a un control, a pesar del incremento sustancial 
en ARNm de la isoforma E2. Sin embargo, en el resto de tratamientos no varió la 
cantidad de CCNE2 con respecto al control. 
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4. Análisis matemático del efecto combinado  
 
Para poder definir el tipo de efecto combinado (antagonismo, interacción cero o 
sinergia) que se obtiene tras los tratamientos realizados, llevamos a cabo la 
comparación entre la respuesta observada y la esperada en base a las predicciones 
matemáticas estimadas.  
 
4.1. Análisis del efecto combinado de la citotoxicidad basal 
 
4.1.1. Aditividad de respuestas o suma de efectos 
 
Los resultados de los parámetros cuantitativos de citotoxicidad basal 
(reducción del MTT, captura de rojo neutro y contenido de proteína celular 
total) se analizaron para determinar si los efectos se ajustaban al modelo de 
correlación positiva completa. En la figura 44, se muestra que el efecto 
cuantificado para las mezclas 3, 4 y 6 en los parámetros de CPT y reducción del 
MTT son iguales a los observados en los cultivos tratados únicamente con 500 
µM de PPB, indicando que existe un buen ajuste de este modelo en estas 
condiciones. Sin embargo, el modelo de correlación positiva completa no 
mostró buen ajuste para el ensayo de captura de rojo neutro. Por último, las 
mezclas restantes no mostraron intensidades de efecto similares a las 
cuantificadas en los tratamientos individuales correspondientes. 
 
 
 
Para continuar con los análisis del efecto combinado, empleamos los otros 
dos modelos de aditividad: correlación negativa completa y sin correlación. Se 
vio de manera general un gran parecido entre las tendencias observadas y 
estimadas por ambos modelos en todas las mezclas y en casi ningún caso se 
produjo una predicción precisa. Como se observa en la figura 45, la 
combinación binaria Mix 300 fue la que más diferencias presentó con los 
modelos. El modelo sin correlación subestimó el efecto observado y el de 
correlación negativa completa lo sobreestimó, aunque éste último mostró mejor 
ajuste de la predicción. En el resto de mezclas, las predicciones propuestas por 
ambos modelos fueron casi indistinguibles.  
 
Figura 44. Análisis del efecto combinado para los ensayos de viabilidad y contenido de proteína 
celular total empleando modelos de correlación positiva completa. La tabla describe las 
concentraciones individuales que se evaluaron en cada tratamiento y que formaban parte de cada 
mezcla. El efecto observado en la mezcla se muestra en azul. Los inducidos por el 
butilhidroxianisol y el propilparabeno en rojo y verde respectivamente. Las estrellas indican un 
ajuste estadísticamente significativo (t-Student, p≤0.05) entre los tratamientos combinados y 
alguno de los experimentos individuales. 
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De forma general, los resultados obtenidos indicaron que ambos modelos 
presentan muy bajo poder predictivo en nuestras condiciones experimentales. 
En este sentido cabe destacar que, el ensayo de reducción del MTT fue el  
parámetro más predecible de los tres evaluados. En cambio, el ensayo de 
captura de rojo neutro resultó ser el más difícil de predecir, ya que sólo el 
modelo de correlación negativa completa se aproximó en su predicción para 
Mix 300, aunque no fue significativa. 
 
4.1.2. Análisis isobolográfico 
 
Los isóbolos de las combinaciones binarias mostraron diferentes resultados 
en función del parámetro de estudio y de la combinación de BHA y PPB 
analizada como se observa en la figura 46. Mix 300 resulta ser para todos los 
ensayos una mezcla con efecto sinérgico. En el caso de las combinaciones 
binarias BHA 100 µM y 400 ó 500 µM de PPB, el efecto se ajusta bien al valor 
estimado por el isóbolo y se puede definir como aditividad o interacción cero 
para todos los ensayos colorimétricos de citotoxicidad basal. El resto de mezclas 
responden de manera antagónica para todos los parámetros analizados, 
excepto BHA 100 µM + PPB 200 µM, que presentó efectos no interactivos para 
el ensayo de captura de rojo neutro y resultó sinérgica para el CPT y la 
reducción del MTT. 
 
 
 
 
Figura 45. Análisis del efecto combinado para los ensayos de viabilidad y contenido de proteína 
celular total empleando modelos de aditividad de efectos (correlación negativa completa y sin 
correlación). La tabla describe la composición de las combinaciones binaria de BHA y PPB. El 
efecto observado en las mezclas se muestra en azul, las estimas en base al modelo de 
correlación negativa completa en rojo y las predicciones obtenidas por el modelo sin 
correlación en verde. Las estrellas indican un ajuste estadísticamente significativo (t-Student, 
p≤0.05) entre los tratamientos combinados observados y las respuestas esperadas. 
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Figura 46. Análisis isobolográfico de los resultados obtenidos mediante los ensayos de citotoxicidad 
basal (captura de rojo neutro, reducción del MTT y CPT) para las mezclas binarias. Puntos azules 
concentraciones individuales que producen el mismo efecto que la combinación binaria unidas por la 
línea de isoefecto (azul). El punto rojo indica las concentraciones de cada compuesto que forman 
parte de la combinación. 
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4.1.3. Principio de Aditividad de Loewe 
A los análisis isobolográficos, se añadieron los estudios matemáticos en los 
que se fundamenta el Principio de Aditividad de Loewe:  
 
da/Da + db/Db = 1 
 
Este estudio fue algo más preciso debido al manejo de valores numéricos 
(tabla 19). Los valores mayores de 1 indicaron que el efecto era antagónico y se 
han marcado en verde. Cuando la respuesta fue sinérgica, el valor era menor de 
1 y se marcó en rojo. En general, los resultados obtenidos resultan 
impredecibles y por lo tanto son sinérgicos o antagónicos. Sin embargo, cuando 
el valor obtenido fue 1, se consideró efecto aditivo o interacción cero y se marcó 
en negro. El parámetro cuyo efecto observado se ajusta mejor a los valores 
estimados fue la reducción del MTT y la mezcla con la respuesta más predecible 
fue la combinación binaria BHA 100 + PPB 400. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.4. Análisis de pendientes 
 
También empleamos la comparación de pendientes de las curvas dosis-
respuesta de la mezcla frente a un rango de dosis de un compuesto por 
separado. Este método resulta muy complejo matemáticamente, ya que se 
fundamenta en derivadas parciales de las funciones, sin embargo la valoración 
gráfica resulta muy visual. 
 
Para las mezclas que contenían PPB 500 µM y un rango creciente de dosis de 
BHA (figura 47), se puede observar que las curvas dosis-respuesta individuales 
(azul) y combinadas (roja) de los ensayos de reducción del MTT (A) y CPT (B) 
presentan tendencias muy similares y varían únicamente en la intensidad basal 
del efecto. Por lo tanto, podemos decir que en general no hay efectos 
combinados en las mezclas evaluadas con estos dos parámetros, ya que sus 
tendencias (pendientes) apenas varían respecto de la individual. Sin embargo, 
para la captura de rojo neutro (C) se observa un claro cambio de pendiente, 
describiéndose una tendencia totalmente diferente a la que presenta el 
tratamiento con BHA por separado. Por lo tanto, el parámetro de captura de 
rojo neutro mostró efecto combinado no aditivo para las diferentes 
combinaciones binarias de BHA y PPB.  
 
Principio de Aditividad de Loewe 
Combinación binaria RN MTT CPT 
BHA 100 + PPB 50 1.2 1.1 1.4 
BHA 100 + PPB 200 0.9 1.0 0.9 
BHA 100 + PPB 400 1.0 1.0 1.0 
BHA 100 + PPB 500 1.1 1.2 1.3 
BHA 1 + PPB 500 1.5 1.1 1.1 
BHA 10 + PPB 500 2.1 1.1 1.2 
BHA 300 + PPB 500 0.6 0.6 0.9 
Tabla 19. Análisis del efecto combinado de los parámetros de citotoxicidad basal empleando el 
Principio de Aditividad de Loewe. Casillas marcadas en verde indican antagonismo, en negro 
interacción cero y en rojo sinergia. El número representa el valor de interacción (I) descrito 
por Loewe y Muischnek (1926). 
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Figura 47. Análisis gráfico de pendientes para las mezclas binarias compuestas por un rango de 
dosis de BHA y una dosis fija de PPB (500 µM) a las 24 horas. La gráfica (A) representa los datos 
del ensayo de reducción del MTT, (B) el CPT y (C) captura de rojo neutro. La serie azul muestra 
la curva de efecto del rango de concentraciones de BHA y la serie roja la combinación de BHA y 
500 µM de PPB.    
 
Los tratamientos combinados en los que se mezclaban distintas 
concentraciones de propilparabeno con 100 µM de BHA también fueron 
analizados empleando este mismo tipo de análisis. Los resultados indicaron 
que, de manera general, estas mezclas no variaron su tendencia en ningún 
parámetro evaluado con respecto a la que presentan en tratamientos 
individuales (figura 48). Sin embargo, hay que destacar los resultados obtenidos 
en la mezcla BHA 100 µM + PPB 500 µM ya que, aunque para el ensayo de rojo 
neutro no presentó cambios en la pendiente de la curva respecto a la del 
tratamiento individual, sí lo hizo para los parámetros de reducción del MTT y de 
contenido de proteína celular total. Con este resultado se puede concluir que en 
estos dos casos, el efecto observado no es aditivo empleando este modelo 
matemático y por lo tanto, tampoco es predecible. 
 
 
Figura 48. Análisis gráfico de pendientes para las mezclas binarias compuestas por un rango de 
dosis de PPB y una dosis fija de BHA (100 µM). La gráfica (A) representa los datos del ensayo de 
reducción del MTT, (B) el CPT y (C) captura de rojo neutro. La serie azul muestra la curva de 
efecto del rango de concentraciones de PPB y la serie roja la combinación de PPB y 100 µM de 
BHA.   
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Parece evidente que la predicción matemática del efecto combinado 
empleando modelos de estima sencillos resulta poco eficaz. Como se muestra en 
la tabla 20, los resultados marcados en negro (respuestas predichas 
correctamente) son escasos. Además, ante los mismos datos observados para 
los individuales, hemos obtenido diferentes tipos de efecto combinado (sinergia 
o antagonismo) según el modelo utilizado. 
 
Ensayo Modelo 
Dosis (BHA+PPB) 
100+50 100+200 100+400 100+500 1+500 10+500 300+500 
RN 
C.P.C (BHA) S S S S S S S 
C.P.C (PPB) S S S S A A S 
C.N.C. S S A A S S 0 
S.C. S S A A S S S 
Isóbolo A 0 0 0 A A S 
P. A. Loewe A S 0 A A A S 
Pendientes 0 0 0 0 A A 0 
MTT  
C.P.C (BHA) S S S S S S S 
C.P.C (PPB) S S S S A A S 
C.N.C. 0 S S A A 0 A 
S.C. 0 S S 0 A 0 S 
Isóbolo A S 0 0 A A S 
P. A. Loewe A 0 0 A A A S 
Pendientes 0 0 0 0-A 0 0 0 
CPT  
C.P.C (BHA) S S S S S S S 
C.P.C (PPB) S S S 0 A A S 
C.N.C. 0 S S A A A A 
S.C. 0 S S A A A S 
Isóbolo A S 0 0 A A S 
P. A. Loewe A S 0 A A A S 
Pendientes 0 0 0 0-A 0 0 0 
 
Tabla 20. Balance del análisis del efecto combinado. Los resultados obtenidos en los tres ensayos 
colorimétricos de citotoxicidad basal para las siete mezclas binarias evaluadas se estimaron empleando 
siete modelos predictivos (C.P.C.: Correlación Positiva Completa; C.N.C.: Correlación Negativa Completa; 
S.C.: Sin Correlación; Isóbolo; P.A. Loewe: Principio de Aditividad de Loewe; Pendientes: Análisis de 
Pendientes de Sühnel. En verde se presentan los tratamientos efectos antagónicos (A), en negro los que 
respondieron de manera aditiva (0) y en rojo los que mostraron sinergia (S). Las casillas marcadas en 
verde oscuro (0-A) presentan resultados no concluyentes entre la aditividad y el antagonismo. (t-
Student, p≤0.05).  
 
4.2. Análisis de parámetros de relevancia mecanística 
 
Se eligieron tanto parámetros cuantitativos como cualitativos para estimar la 
predicción del daño en las combinaciones binarias, empleando modelos 
matemáticos basados en la suma de efectos.  
 
4.2.1. Adhesión celular 
 
Los estudios de efecto combinado para adhesión celular, fueron llevados a 
cabo empleando, como variable de efecto, el porcentaje de células que 
aparecían desprendidas del sustrato. Como se muestra en la figura 49, es 
imposible predecir un efecto de esa magnitud tras la exposición combinada a 
Mix 100 durante 24 h, en base a los resultados individuales. Teniendo en cuenta 
que el tratamiento con BHA 100 µM no produce efecto, lo esperable según los 
tres modelos utilizados (correlación positiva completa, negativa completa y sin 
correlación), es que el porcentaje de células en suspensión sea similar al 
obtenido con la exposición individual de PPB y el resultado observado para la 
mezcla binaria es más de dos veces superior.  
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Mix 300 tampoco mostró buen ajuste para ninguno de los tres modelos 
empleados. En la figura 50, se puede observar que el porcentaje de células que 
perdió la adhesión al sustrato tras 9 horas resulta impredecible, ya que alcanza 
valores de 41.0 ± 0.0 %, cuando los tratamientos individuales (BHA 300 µM y 
PPB 500 µM) no muestran efecto sobre el cultivo. Cuando el tratamiento llegó a 
las 24 h, los tratamientos por separado incrementaron la pérdida de adhesión 
del cultivo, pero el porcentaje de células en suspensión observado en la mezcla 
(86.6 ± 9.6 %) supera con mucho el esperado (27.9 %). Tras 48 horas, las 
diferencias entre esperado y observado se acortaron mucho, aunque 
continuaron resultando muy diferentes. 
 
 
 
 
4.2.2. Ciclo celular 
Para evaluar el efecto combinado tras la exposición a Mix 100, se llevó a cabo 
la modelización matemática del efecto esperado utilizando los resultados 
obtenidos en el estudio de citometría de flujo. Para facilitar las estimas, los 
porcentajes cuantificados para los estudios de contenido de ADN se 
transformaron en la variable Ei, que es el “incremento del porcentaje de células 
respecto al control” y representa la diferencia entre el valor de cada 
experimento ((Ex)i) y la media del control (Ec). 
 
Ei = (Ex)i – (Ec) 
Figura 49. Estimación del incremento de células en suspensión tras 24 horas de exposición a Mix 
100. Ningún modelo presentó buen ajuste (t-Student, p≤0.05). 
Figura 50. Estimación del incremento de células en suspensión tras diferentes tiempos de 
tratamiento con Mix 300. Ninguno de los modelos empleados presentó buen  ajuste (t-Student, 
p≤0.05). 
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En la figura 51 se muestran las comparaciones entre los modelos de estima 
de correlación negativa completa y sin correlación. En la gráfica que representa 
la fase G0-G1, se muestra que los tres modelos presentaron un buen ajuste 
frente a los cuantificados para Mix 100. La respuesta que se observó con el 
tratamiento de 500 µM de PPB es prácticamente idéntica a la que se produce en 
presencia de la mezcla. Por otro lado,  los otros dos modelos que estiman el 
efecto combinado en base a la suma de ambas respuestas, apenas variaron del 
observado para el PPB. Todos estos resultados indican que el efecto de esta 
mezcla se debe a la presencia de PPB, algo razonable, ya que el efecto individual 
del butilhidroxianisol es nulo. Algo similar ocurre para la fase S, donde el 
modelo de correlación positiva completa en base a la respuesta con 500 µM de 
PPB, se ajusta mejor que el de correlación negativa completa, ya que tanto éste, 
como el modelo sin correlación sobreestiman el efecto esperado. En el caso de 
la fase G2-M, el ajuste no fue bueno con ninguno de los modelos empleados, 
pero el valor del efecto observado para Mix 100 quedó entre lo previsto por el 
modelo de correlación positiva completa del PPB y el estimado por el de 
correlación negativa completa. 
 
 
 
Finalmente, se analizó la fracción de células con cargas de ADN superiores a 
4c (poliploides). Ningún modelo pudo predecir el incremento del porcentaje de 
este tipo de células, ya que por separado no las produce ninguno de los 
compuestos. 
 
La combinación binaria Mix 300 provocó grandes cambios en los perfiles de 
los histogramas de ciclo celular. En este caso, analizamos estos datos con el fin 
de determinar si eran predecibles con los modelos clásicos de estima (figura 
52). Los resultados obtenidos para la mezcla indicaban reducción de la fase G0-
G1 con respecto al control, sin embargo los tratamientos individuales 
mostraron incrementos en ella tanto para 300 µM de BHA como para 500 µM de 
PPB. Por lo tanto, los modelos basados en aditividad de respuestas no pudieron 
prever dicho efecto y se ajustaron mal a la realidad observada. Por otro lado, el 
Figura 51. Predicción del efecto combinado mediante diferentes modelos de estima 
(correlación positiva completa, correlación negativa completa y sin correlación) para cada una 
de las fases del ciclo celular a las 24 horas de exposición a BHA y/o PPB. Las estrellas indican 
un ajuste estadísticamente significativo del modelo con el valor observado para Mix 100 (t-
Student, p≤0.05).  
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porcentaje de células en el periodo S de la interfase se incrementó en los 
cultivos expuestos a Mix 300. Por el contrario, se redujo con los tratamientos 
individuales, resultando del mismo modo impredecible. En cuanto a la 
reducción del porcentaje de células en la fase G2-M que se produce en los 
tratamientos individuales, también fue patente en la combinación binaria. A 
pesar de ello, los resultados obtenidos para esta fase presentaron muy mal 
ajuste con los predichos para el tratamiento con Mix 300, ya que los modelos 
estimaron mayores reducciones en la respuesta de la mezcla.  
 
Por último y como ocurre con otros parámetros del ciclo celular estudiados 
con Mix 300, la proporción de poliploides en el cultivo fue impredecible, ya que 
los tratamientos individuales no mostraron cambios en este sentido. 
 
 
Figura 52. Predicción del efecto combinado empleando diferentes modelos de estima 
(correlación positiva completa, correlación negativa completa y sin correlación) para cada una 
de las fases del ciclo celular a las 24 horas de exposición a BHA y/o PPB. Ningún modelo 
predictivo estimó los efectos de Mix 300 (t-Student, p≤0.05). 
 
4.2.3. Daño genotóxico 
4.2.3.1. Daño oxidativo al ADN 
 
Los resultados permitieron estimar el efecto esperado utilizando diferentes 
herramientas de predicción (figura 53). Se aplicaron los modelos de correlación 
positiva completa y negativa completa, así como una modificación de éste 
último que se aplica frecuentemente en estudios de genotoxicidad y que 
considera el nivel basal de daño como parte del efecto esperado, por lo tanto:  
 
E (A+B) = E(A) + E(B) + E(Control) 
 
En nuestro sistema experimental, sólo el modelo modificado de correlación 
negativa completa se ajustó a los resultados obtenidos para Mix 100 en 24 h. Sin 
embargo, el efecto inducido por Mix 300 tras 4 horas, únicamente fue estimado 
con precisión por el modelo de correlación positiva completa en base a los datos 
de BHA 300 µM. El resto de ecuaciones predictivas sobreestimaron el efecto 
observado.    
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4.2.3.2. Roturas de doble cadena de ADN  
 
El análisis de los resultados obtenidos para Mix 100 (4 y 24 h) y Mix 300 (4h) 
demostró que la capacidad predictiva de los diferentes modelos es muy limitada 
(figura 54). El efecto obtenido en el tratamiento de 4 h con Mix 100 sólo se pudo 
predecir con el modelo de correlación positiva completa (BHA 100 µM). Esta 
misma mezcla a las 24 h mostró sinergia, excepto con el modelo de suma de 
efectos modificado, que estimó con precisión la respuesta esperada. Por último, 
en el caso de Mix 300 4 h, el efecto observado fue estadísticamente igual al 
estimado por los dos modelos de aditividad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con estos resultados, es evidente que el efecto de las mezclas empleando 
parámetros de relevancia mecanística es impredecible, aunque en general, las 
estimas han sido más homogéneas que para la citotoxicidad basal. La tabla 21 
indica que para estos marcadores de efecto, las mezclas Mix 100 y Mix 300 
muestran efectos mucho mayores que los estimables con los modelos sencillos 
clásicos.  
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Predicción del efecto combinado para el índice 8-OHdG tras la exposición a Mix 300 4 
horas (izquierda) y Mix 100 24 horas (derecha). Las estrellas indican un ajuste estadísticamente 
significativo de la estima con el efecto observado en la mezcla. (t-Student para una muestra, 
p≤0.05). 
Figura 54. Predicción del efecto combinado 
para el porcentaje de células con roturas de 
doble cadena de ADN tras la exposición a  
Mix 100 y Mix 300. Las estrellas indican un 
ajuste estadísticamente significativo de la 
estima con el efecto observado en la mezcla 
(t-Student, p≤0.05). 
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Parámetro Modelo Tiempo 
Dosis (BHA-PPB) 
100+500 300+500 
Adhesión 
C.P.C. (BHA) 9h n.a. S 
C.P.C. (PPB) 9h n.a. S 
C.N.C. 9h n.a. S 
S.C. 9h n.a. S 
Adhesión 
C.P.C. (BHA) 24h S S 
C.P.C. (PPB) 24h S S 
C.N.C. 24h S S 
S.C. 24h S S 
Adhesión 
C.P.C. (BHA) 48h  n.a. S 
C.P.C. (PPB) 48h n.a. S 
C.N.C. 48h n.a. S 
S.C. 48h n.a. S 
G0-G1 
C.P.C. (BHA) 24h S A 
C.P.C. (PPB) 24h 0 A 
C.N.C. 24h 0 A 
S.C. 24h 0 A 
S 
C.P.C. (BHA) 24h A S 
C.P.C. (PPB) 24h 0 S 
C.N.C. 24h S S 
S.C. 24h S S 
G2-M 
C.P.C. (BHA) 24h A S 
C.P.C. (PPB) 24h A S 
C.N.C. 24h S S 
S.C. 24h S S 
Poliploides 
C.P.C. (BHA) 24h S S 
C.P.C. (PPB) 24h S S 
C.N.C. 24h S S 
S.C. 24h S S 
Índice 8OHdG 
C.P.C. (BHA) 4h n.a. 0 
C.P.C. (PPB) 4h n.a. A 
C.N.C. 4h n.a. A 
C.N.C. Modificado 4h n.a. A 
Índice 8OHdG 
C.P.C. (BHA) 24h S n.a. 
C.P.C. (PPB) 24h S n.a. 
C.N.C. 24h S n.a. 
C.N.C. Modificado 24h 0 n.a. 
Índice de DSB 
C.P.C. (BHA) 4h 0 S 
C.P.C. (PPB) 4h S S 
C.N.C. 4h A 0 
C.N.C. Modificado 4h A 0 
Índice de DSB 
C.P.C. (BHA) 24h S n.a. 
C.P.C. (PPB) 24h S n.a. 
C.N.C. 24h S n.a. 
C.N.C. Modificado 24h 0 n.a. 
 
 
Tabla 21. Balance del análisis del efecto combinado en parámetros de relevancia mecanística en Mix 
100 y Mix 300. Los resultados obtenidos se estimaron empleando diferentes modelos predictivos 
(C.P.C.: Correlación Positiva Completa; C.N.C.: Correlación Negativa Completa; S.C.: Sin Correlación; 
C.N.C. Modificado: Correlación Negativa Completa Modificado. En verde se presentan los tratamientos 
con efectos antagónicos (A), en negro los que respondieron de manera aditiva (0) y en rojo los que 
mostraron sinergia (S) (t-Student, p≤0.05). n.a. No analizado. 
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4.3. Análisis matemático del efecto combinado retardado 
Los resultados obtenidos en la evaluación del efecto tóxico retardado para 
Mix 100 fueron analizados con el fin de determinar si estas respuestas son 
sinérgicas, predecibles o antagónicas, utilizando los modelos clásicos de estima 
del efecto combinado. 
 
En la figura 55, se muestran las gráficas que comparan los efectos 
observados y estimados de los parámetros de proliferación más relevantes que 
se analizaron en este apartado. Los efectos predichos para el incremento del 
CPT muestran mal ajuste con nuestras observaciones para Mix 100 tanto en el 
estudio a 24+24 como en el de 24+48 horas (A). Únicamente se obtuvieron 
respuestas similares a las estimadas por el modelo de correlación positiva 
completa en base en los resultados obtenidos con 500 µM de PPB después de 48 
horas de recuperación. A pesar de ello, sobre estos datos no se pudieron 
realizar los análisis estadísticos pertinentes debido a que durante la 
construcción de la variable se perdían las desviaciones estándar, por lo que la 
gráfica no presenta barras de error, ni estrellas. Por otro lado, Mix 100 indujo 
alteraciones sobre el ciclo celular (G2-M) que presentaron buen ajuste con los 
modelos de correlación negativa completa y sin correlación en los tratamientos 
24+48 horas, aunque no fueron predecibles en los tratamientos 24+24 h (B). 
Finalmente, las predicciones sobre la frecuencia de células positivas a γ-H2AX 
(C) no fueron muy acertadas con los modelos clásicos. Únicamente con la 
ecuación basada en la correlación negativa completa modificada para 
parámetros de genotoxicidad se obtuvo una estima de efecto correcta. 
  
Por lo tanto, con estos resultados concluimos que no hay buen ajuste entre 
las respuestas observadas y las predichas en nuestro análisis del efecto tóxico 
combinado retardado, siendo los tratamientos a 24+48 horas los que resultan 
más predecibles.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Análisis del efecto combinado 
retardado en función de los parámetros de 
proliferación analizados en este apartado. 
Incremento del CPT (A) y la variación del 
porcentaje de células en G2-M (B). 
Porcentaje de células positivas a γ-H2AX con 
respecto al control (C). Las estrellas indican 
ajuste estadísticamente significativo con Mix 
100 (t-Student, p≤0.05). 
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4.4. Parámetros no cuantitativos 
Los análisis de efecto combinado únicamente se pueden realizar empleando 
parámetros cuantitativos, ya que sólo cuando se trata de variables numéricas se 
puede aplicar un modelo matemático a los datos obtenidos. En nuestro estudio, 
existen multitud de parámetros que carecen de una escala numérica. Sin 
embargo, podemos emplear un sistema de análisis que hemos denominado 
asociación de efectos, basado en el modelo de correlación positiva completa. 
Buscamos las dosis individuales de los compuestos que producen el mismo 
efecto que el observado en una mezcla y aplicamos los mismos criterios para 
definir el tipo de efecto combinado.  
 
Este análisis se aplicó sobre diferentes parámetros del estudio morfológico 
en los tratamientos Mix 100 y Mix 300. Nuestros resultados mostraron diversas 
alteraciones de los cultivos expuestos a las mezclas que se observaron en 
tratamientos individuales con 300 µM de BHA durante 24 horas (figura 56), 
como vacuolización, fragmentación mitocondrial, aparente descenso del 
potencial de membrana mitocondrial y reducción de fibras de estrés. Sin 
embargo, otras alteraciones como el aspecto dendrítico de las células de los 
cultivos expuestos a las mezclas, no se observaron bajo ninguna condición 
individual estudiada. 
 
Figura 56. Efectos del tratamiento con 300 µM de BHA sobre el retículo mitocondrial, el 
compartimento endosomal, el citosol y el citoesqueleto de actina visualizados mediante 
detecciones específicas con rodamina 123, naranja de acridina y  faloidina conjugada con 
TRITC. Barra 10 µm. 
 
Del mismo modo y como se muestra en la figura 57, los estudios de 
expresión génica mostraron que existen grupos de genes en los que se puede 
relacionar el efecto de la mezcla con la respuesta obtenida en un compuesto por 
separado. Esto permite responsabilizar del efecto observado en la combinación 
binaria a una de las dos sustancias (A-C). Por lo tanto, para ellos el efecto en la 
mezcla está asociado a la toxicidad de uno de los compuestos. En este análisis 
también se obtuvo un grupo de genes que presentaban la misma tendencia de 
cambio para las tres condiciones analizadas (D) y otros en los que la mezcla 
producía un efecto de sobreexpresión (E) y los tratamientos individuales 
inducían efectos diferentes entre sí. 
 
Resultados 
94 
 
 
 
Figura 57. Asociación de efectos en el análisis de expresión génica con CholestChipTM. Los 
distintos grupos de genes cuyas respuestas tras la exposición a la mezcla se deben únicamente 
a una de las dos sustancias (A-C), a la aditividad de ambas de ellas (D) o a su combinación (E).   
 
4.5. Predecibilidad de los efectos tóxicos 
 
Tomando los datos de citotoxicidad basal y de relevancia mecanística en su 
conjunto, los efectos causados por las distintas combinaciones binarias de BHA 
y PPB son en general impredecibles (sinergia-rojo; antagonismo-verde), ya que 
en su mayoría se alejan de efectos aditivos (interacción cero-negro). Hay que 
destacar que los modelos predictivos pueden realizar estimas muy diferentes 
entre ellos, incluso a partir de los mismos datos. A pesar de esto, Mix 300 
presenta efectos impredecibles y homogéneos, ya que en la mayoría de los 
casos su efecto resulta mayor que los estimados. 
 
Una tarea de gran interés en el análisis de los efectos tóxicos combinados es 
determinar cómo de predecible es el daño que produce la mezcla sobre el 
modelo biológico. En base a nuestros resultados y aplicando diferentes modelos 
de estima, los efectos inducidos por las combinaciones binarias resultan 
impredecibles de manera general. A pesar de esto, analizamos nuestros 
resultados con el fin de precisar el modelo más útil en la predicción, el 
parámetro más predecible y la combinación binaria con efectos tóxicos que 
mejor se ajustaran a las estimas obtenidas. 
 
Como se observa en la tabla 22, en nuestras condiciones experimentales, el 
modelo que mejor se ajusta a la realidad observada es el análisis de pendientes 
de Sühnel, que acertó en un 90.5 % de sus predicciones. Le sigue el análisis de 
aditividad de correlación negativa completa modificado que se suele emplear en 
estudios de genotoxicidad (60.0 %), el isobolograma con un 33.3 % de aciertos 
y el Principio de Aditividad de Loewe (19.1 %). El resto de modelos tienen tasas 
de acierto inferiores al 20 %, resultando las correlaciones positivas completas 
las menos eficaces. 
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  Frecuencia de casos (%) 
 n Sinergia Interacción cero Antagonismo 
Pendientes 21 0.0 90.5 9.5 
CNC Modificada 5 0.0 60.0 40.0 
Isóbolo 21 23.8 33.3 42.9 
CNC 38 52.6 15.8 31.6 
PA Loewe 21 23.8 19.1 57.1 
SC 33 63.6 15.2 21.2 
C.P.C (PPB) 38 68.4 7.9 23.7 
C.P.C (BHA) 38 86.8 5.3 7.9 
 
Tabla 22. Comparación de la eficacia de los modelos predictivos analizados, en función de la 
frecuencia de aciertos (interacción cero) obtenidos. Se detalla el número de casos estudiados 
(n) con cada modelo. (C.N.C Modificado: Correlación Negativa Completa Modificado; C.N.C: 
Correlación Negativa Completa; PA Loewe: Principio de Aditividad de Loewe; S.C: Sin 
Correlación; C.P.C: Correlación Positiva Completa).   
 
La reducción del MTT resultó ser el parámetro más fácilmente estimable, 
presentando un porcentaje de aciertos en la estima del 32.7 %, mientras que el 
contenido de proteína celular total y la captura de rojo neutro presentaron un 
26.5 y un 20.4 % de predicciones correctas respectivamente. Aunque otros 
parámetros, como el incremento del porcentaje de células en G0-G1 y el índice 
de roturas de doble cadena de ADN, tuvieron porcentajes de acierto superiores 
(37.5 %), hay que tener en cuenta que se trata de parámetros sólo estudiados 
en dos combinaciones binarias (Mix 100  y Mix 300) y con cuatro modelos de 
estima lo que produce un n=8. En cambio, de los ensayos colorimétricos se 
tienen datos de las siete combinaciones binarias con siete modelos de estima 
diferentes, lo que da un valor de n=49.  
 
Tomando todos los datos en su conjunto y tras el análisis completo de los 
resultados obtenidos, podemos afirmar que los porcentajes de acierto 
(interacción cero) en cada combinación binaria obtenidos al estimar el efecto 
esperado empleando diferentes modelos matemáticos resultó siempre menor al 
45 %. Se observaron respuestas contradictorias para una misma mezcla (tabla 
23), ya que únicamente algunas predicciones de combinaciones binarias se 
mostraron de acuerdo como es el caso de BHA 100 µM + PPB 200 µM y BHA 300 
µM + PPB 500µM, indicando sinergia en más de 2/3 de los casos analizados.  
 
Nuestros estudios de diferentes parámetros y distintos modelos 
matemáticos nos permiten definir a Mix 300 como una combinación con efectos 
sinérgicos en un 66.6 % de los 48 casos estudiados, resultando en un 18.8 % 
menores al efecto esperado y sólo predecibles en un 14.6 %. 
 
Por otro lado, en los estudios con Mix 100, pudimos observar que un 47.2 % 
de los casos (n=53) indicaron que era una mezcla sinérgica, en un 28.3 % de los 
análisis era predecible y sólo en un 24.5 % presentaba una respuesta 
antagónica. 
 
La mezcla menos tóxica de todas las evaluadas (BHA 100 µM + PPB 50 µM) 
resultó ser ambigua en cuanto a su efecto combinado, ya que un 38.1 % de los 
casos resultaba ser sinérgica, un 33.3 % de las veces se trataba de efecto 
predecible y en un 28.6 % de los puntos estudiados mostraba efectos 
antagónicos. 
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BHA + PPB (µM) 
 
n 
Frecuencia de casos (%) 
Sinergia Interacción cero Antagonismo 
100+50 21 38.1 33.3 28.6 
100+200 21 76.2 23.8 0.0 
100+400 21 47.6 42.9 9.5 
100+500 53 47.2 28.3 24.5 
1+500 21 23.8 9.5 61.9 
10+500 21 23.8 19.1 52.4 
300+500 48 66.6 14.6 18.8 
 
En cualquier caso y tras analizar los efectos producidos por diferentes 
mezclas sobre 10 parámetros distintos, con 8 modelos de estima diferentes, se 
infiere que en la predicción de los efectos tóxicos combinados de mezclas 
binarias de BHA y PPB no existe ningún método infalible ni hay un parámetro 
que se ajuste mejor a las estimas realizadas y tampoco hemos encontrado un 
tratamiento que muestre una respuesta unánimemente predecible.  
Tabla 23. Determinación de la mezcla con la respuesta tóxica más predecible según la 
frecuencia de aciertos (interacción cero). Se detalla el número de casos estudiados (n). 
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La fisiología celular está controlada mediante un complejo entramado de 
señales que comunican unos compartimentos con otros, con el fin de mantener su 
normal funcionamiento. Las alteraciones del medio interno, debidas a variaciones en 
el exterior celular, desencadenan respuestas de autorregulación que permiten 
mantener las condiciones intracelulares constantes. El conjunto de fenómenos de 
detección, respuesta y adaptación se denomina homeostasis celular. Las células 
presentan complejos sistemas de control para mantener las condiciones fisiológicas 
adecuadas, por lo que los cambios en su homeostasis no significan necesariamente 
la muerte celular. De hecho, la alteración de la homeostasis celular lleva en una 
primera etapa a un proceso de  adaptación, en el que las células mantienen su 
viabilidad pero modulan su función en respuesta al estímulo.  Cuando se exceden los 
límites de la respuesta adaptativa, las células pasan a una siguiente etapa en la que 
se producen una serie de acontecimientos que alteran de forma transitoria o 
permanente, la estructura o la función celular. En este momento,  consideramos que 
se ha producido una lesión celular que implica alteraciones metabólicas con 
traducción morfológica. La respuesta celular frente a estímulos nocivos depende del 
tipo de lesión, de su duración y de su gravedad. El límite de tolerancia al daño y la 
capacidad de volver a niveles normales, tras la retirada del estímulo,  determinarán 
el “punto de no retorno” que conduce a la muerte celular. 
Es importante indicar que los efectos tóxicos inducidos por un compuesto 
químico suelen producirse como consecuencia del daño a diferentes dianas 
celulares. Por lo tanto, la evaluación toxicológica debe estar basada en distintos 
parámetros que permitan analizar la fisiología celular en su conjunto. En este 
sentido, las líneas celulares de mamífero representan un modelo in vitro muy eficaz 
para el análisis de múltiples indicadores de actividad metabólica, viabilidad e 
integridad morfológica celular y subcelular capaces de determinar la citotoxicidad 
basal de un compuesto (Fernández Freire y col., 2009).  
La evaluación del peligro que supone para la salud la presencia de mezclas 
químicas ambientales, es un problema toxicológico difícil de solventar y un tema de 
gran preocupación para las comunidades científicas y reguladoras. Los efectos 
tóxicos que producen las mezclas de productos químicos son muy complejos y la 
mayoría de los estudios realizados hasta la fecha, tienen un carácter meramente 
descriptivo. Por otra parte, no existe un consenso a la hora de aplicar modelos 
matemáticos de estima que permitan la predicción de efectos tóxicos de manera 
fiable. Resulta por tanto evidente la necesidad de desarrollar estrategias de ensayo 
que permitan la elaboración de perfiles toxicológicos completos de mezclas de 
compuestos químicos de interés social.  
En esta línea, el presente trabajo se marcó como objetivo principal el 
emplear un protocolo experimental in vitro para analizar la posible  toxicidad de una 
mezcla constituida por tert-butil-4-hidroxianisol (BHA) y propil p-hidroxibenzoato 
(PPB), dos aditivos empleados en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, 
cuyos efectos contradictorios sobre células y organismos son objeto de continua 
discusión. La hipótesis de partida del estudio consistió en comprobar si una 
estrategia de ensayo basada en un modelo celular, que hemos utilizado previamente 
con buenos resultados para determinar de manera individual el mecanismo de 
acción de diferentes agentes químicos (Fernández Freire y col., 2005, 2008, 2009; 
Labrador y col., 2007; Pérez Martín y col., 2008), era capaz de predecir efectos 
tóxicos relevantes en una mezcla binaria. La estrategia de ensayo incluye el análisis 
integrado de múltiples parámetros que evalúan la fisiología celular, así ́ como la 
aplicación de distintos modelos matemáticos de estima sobre los mismos datos, con 
el fin de evitar resultados imprecisos. 
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La primera fase de nuestra investigación consistió en recopilar toda la 
información existente sobre los compuestos en cuestión, tanto características físico-
químicas como pruebas toxicológicas ya realizadas, especialmente de forma 
combinada.  Es importante señalar que no existen antecedentes acerca de la posible 
toxicidad  de  mezclas binarias BHA-PPB y por lo tanto, carecemos de datos con los 
que comparar directamente los nuestros. Sin embargo, se ha demostrado que ambos 
compuestos poseen una gran capacidad de interacción con otros agentes de diversos 
grupos químicos. Así por ejemplo, el BHA es capaz de incrementar in vitro la 
toxicidad de antioxidantes del té verde (Simonetti y col., 2004), tetrahidrocanabinol 
(Sarafian y col., 2002) y tioconazol (Simonetti y col., 2003), entre otros.  Debido a su 
capacidad  antioxidante, también se han descrito las propiedades anticarcinógenicas 
de este compuesto en diferentes modelos animales (Williams y Iatropoulos, 1996; 
Williams y col., 1999). Del mismo modo, existen estudios que han demostrado la 
promoción de tumores por parte del BHA, tras ser inducidos por otros agentes, 
aunque en estos casos el protocolo experimental llevado a cabo requiere un 
pretratamiento y nunca se produce en coexposición (Verhagen y col., 1991; 
Whysner y Williams, 1996).  En el caso del PPB, dada la coexistencia de varios 
parabenos en múltiples preparados químicos (Soni y col., 2001, 2005; CIREP, 2008; 
Cowan-Ellsberry y Robison, 2009) la mayoría de las evaluaciones toxicológicas han 
sido llevadas a cabo en combinación con otros ésteres del ácido p-hidroxibenzoico, 
con los que muestra efectos aditivos o sinérgicos (Sado, 1973; Elder, 1984; Gilliland 
y col., 1992a, b; Jian y Li Wan Po, 1993).  
En una segunda etapa, se realizó el análisis toxicológico de ambos 
compuestos de manera individual, con el fin de seleccionar las concentraciones 
idóneas para la mezcla. Teniendo en cuenta el abordaje mecanístico del estudio y 
con el fin de facilitar la elección de los modelos de estima, se evaluaron las 
respuestas tóxicas de las mezclas binarias de BHA y PPB a diferentes dosis.  
La viabilidad celular, un factor decisivo a la hora de analizar los efectos 
tóxicos inducidos por los productos químicos, fue el primero de los parámetros 
evaluados. Los ensayos realizados muestran valores de efecto muy similares en 
todos los tratamientos, al normalizar respecto a los valores control. Las tendencias 
de las curvas dosis-respuesta en la exposición combinada para la incorporación de 
rojo neutro y la reducción del MTT son prácticamente indistinguibles, igual que 
ocurre en los tratamientos individuales. 
La cuantificación del contenido de proteína celular total, un indicador 
asociado a la cantidad de células en el cultivo, mostró la misma tendencia que la 
obtenida con los ensayos de viabilidad. Por lo tanto, los ensayos de citotoxicidad 
basal revelaban respuestas relacionadas con la cantidad de células que aparecían 
ancladas al sustrato en cada pocillo, lo que se demostró estadísticamente mediante 
estudios de correlación. El estudio de las tasas de división celular, mediante 
recuentos de índice mitótico, confirmó que existía un descenso del número de 
células en división que explicaba la reducción de la cantidad de proteína en los 
cultivos. Además la tasa de división resultó ser el ensayo más sensible de los 
realizados, del mismo modo que ocurre en los tratamientos con ambos compuestos 
de manera individual. Por otro lado, nuestros resultados indicaron que la exposición 
a Mix 300 indujo pérdida de adhesión de la totalidad del cultivo celular, lo que 
explica los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad basal. Los estudios 
de citometría de ylujo conyirmaron el efecto antiproliferativo, al demostrar que los  
tratamientos con BHA 100 µM inducen un incremento del periodo G0-G1, aunque 
sólo se detectaron cambios estadísticamente significativos en la reducción de la fase 
G2-M, mientras que la combinación binaria Mix 100 y la exposición individual a BHA 
300 µM y PPB 500 µM detuvieron el ciclo celular en el periodo G0-G1 de interfase. 
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Estos resultados coinciden en parte con los de otros autores que han descrito la 
actividad citostática del BHA y del PPB en diferentes líneas celulares (Krauze y Fitak, 
1971; Sheu y col., 1975; Labrador y col., 2007), aunque nunca antes se había 
precisado la etapa en la que se produce el bloqueo de la proliferación. Por otra parte, 
la exposición a la combinación binaria Mix 300 provocó una reducción del número 
de células en G0-G1 y un incremento en S,  sin que se se observaran cambios 
respecto al control en el periodo G2-M. Además, los cultivos expuestos a ambas 
mezclas mostraron incrementos significativos de los porcentajes de células con 
cargas superiores a 4c.  
De manera general, las predicciones hechas en base a nuestros resultados de 
toxicidad individual no se han ajustado con precisión a los efectos observados en los 
estudios de mezclas. En cambio hay que señalar que algunos modelos matemáticos 
se ajustan mejor que otros, destacando entre ellos el análisis gráfico de pendientes 
de Sühnel. También los porcentajes de acierto dependen de los parámetros 
empleados, siendo las respuestas obtenidas con el ensayo de reducción del MTT las 
más predecibles, a diferencia de lo que ocurre con el ensayo de captura de rojo 
neutro, un test de relevancia en la metodología de las 3erres validado por la ECVAM 
en (1997) y recomendado por la Unión Europea (EC, 2000). Por otro lado, los 
resultados obtenidos en el estudio de contenido de ADN mediante citometría flujo 
demostraron que los efectos se pueden prever en algunas ocasiones. Tal es el caso 
de los tratamientos con Mix 100 para el incremento del porcentaje de células en G0-
G1, donde todos los modelos coincidieron en la predicción y acertaron. En cambio, 
hay que mencionar que existen parámetros para los que no se pudo estimar la 
respuesta con precisión, como es el caso del incremento de células poliploides en los 
cultivos expuestos las combinaciones binarias. Este tipo de efectos detectados son 
alteraciones imprevisibles que los modelos matemáticos no pueden pronosticar, ya 
que los tratamientos individuales no los muestran ni siquiera de manera incipiente. 
A este tipo de respuestas, las hemos denominado efectos emergentes. 
Siguiendo las directrices de las Agencias Internacionales (ICCVAM, 2003) y 
con el yin de obtener un análisis completo de la citotoxicidad basal de las mezclas 
objeto de nuestro estudio, los ensayos bioquímicos se complementaron con pruebas 
morfológicas. Se analizaron mediante microscopía óptica, la morfología celular 
general así como distintas dianas intracelulares de relevancia mecanística que 
incluyen el retículo mitocondrial, el compartimento endosomal, el citoesqueleto y el 
núcleo. Teniendo en cuenta que en este caso se obtienen datos cualitativos, el 
análisis de los resultados se llevó a cabo empleando un método de estima al que 
hemos denominado asociación de efectos, que consistió en la comparación de las 
dosis de la combinación con las de los tratamientos individuales en las que se 
produce la misma alteración. Con este procedimiento podemos definir el tipo de 
efecto combinado (antagonismo, interacción cero y/o sinergia), y los efectos 
emergentes observados. 
 La observación in vivo de  las células Vero expuestas durante 24 horas a las 
mezclas Mix 100 y Mix 300 puso de manifiesto una evidente degeneración hidrópica 
que también se observaba después de los tratamientos individuales con 300 µM de 
BHA,  pero en ningún caso con PPB. Es importante señalar que otros autores habían 
observado el mismo fenómeno tanto in vivo (Jeong y col., 2005), como in vitro 
(Okubo y col., 2004), aunque no explican su etiología. Las mitocondrias y los 
lisosomas, después de los tratamientos con las mezclas, revelaron cambios más 
importantes que los provocados por los compuestos de manera individual. En el 
caso de las mitocondrias, se observó que todos los tratamientos individuales, con 
excepción del llevado a cabo con 500 µM de PPB durante 4h, indujeron 
fragmentación del retículo mitocondrial, lo que también se observó en los 
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tratamientos combinados evaluados (Mix 100 24h y Mix 300 4h). Estas alteraciones 
se pueden dar en respuesta a situaciones de estrés relacionadas con patologías 
celulares como alteraciones en la fosforilación oxidativa (Skulachev, 2001; Ishihara 
y col., 2003) y cambios en el potencial de la membrana mitocondrial interna (Diaz y 
col., 2001). Además tras 4 horas de exposición a Mix 300 se detectó un aparente 
descenso del potencial de membrana mitocondrial, que sugiere que este orgánulo en 
estas condiciones se encuentra muy deteriorado.  
Por otro lado, se observó una alcalinización del compartimento endosomal 
en todos los tratamientos de 24 horas. Es de destacar que tras 4 horas de exposición 
a la combinación binaria Mix 300, se detectó el mayor efecto tóxico sobre los 
lisosomas, presentando una ligera tumefacción y una severa alcalinización que 
apenas permitía distinguirlos del marcaje del citosol. Únicamente el tratamiento 
individual con 300 µM de BHA mostró alteraciones relevantes sobre este orgánulo, 
consistentes en una leve tumefacción en este mismo tiempo de exposición. 
En cuanto a las observaciones de la integridad del citoesqueleto después de 
los tratamientos combinados e individuales hay que señalar que ninguno indujo 
alteraciones en la organización de los microtúbulos interfásicos. Sin embargo, tras 4 
horas de exposición a Mix 300 observamos un incremento de células con husos 
mitóticos mal organizados, debido a que los centrosomas se situaban muy próximos 
entre sí. Por otro lado, Mix 100 24 h y Mix 300 4 h mostraron alteraciones sobre los 
microfilamentos  de actina que consistían fundamentalmente en la desorganización 
de las fibras de estrés. Además de esta remodelación del citoesqueleto, un elevado 
número de células presentaron un cambio morfológico general apareciendo con 
aspecto dendrítico. Esta alteración afectó a todo el cultivo que se mantenía anclado 
al sustrato tras el tratamiento con Mix 300 a las 9 horas de exposición. La asociación 
temporal entre el incremento de células en la fracción flotante y la reorganización 
del citoesqueleto podría indicar que esta alteración es la responsable de la pérdida 
de adhesión que sufre el cultivo, ya que la correcta unión al sustrato depende en 
gran medida de la precisa estructuración del citoesqueleto de actina. Por otro lado, 
en los tratamientos individuales (BHA 100 µM 24 horas, 300 µM 4 horas y PPB 500 
µM 4 y 24 horas) no se observaron alteraciones sobre los microfilamentos y las 
células que se recogieron en la fracción flotante se encontraban muertas. 
La morfología nuclear fue el último de los parámetros evaluados en los 
ensayos de citotoxicidad basal. La exposición a las mezclas binarias BHA-PPB dio 
lugar a la aparición de diferentes tipologías, que indicaban cambios en el material 
genético, relacionados en su mayoría con procesos de muerte celular. Teniendo en 
cuenta la dificultad para discriminar los distintos tipos de muerte celular basándose 
exclusivamente en criterios morfológicos, la clasificación se hizo de acuerdo a las 
recientes recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Muerte Celular 
(Kroemer y col., 2009). Las células tratadas con Mix 100 durante 24 horas 
presentaban una fragmentación característica de la cromatina, compatible con 
muerte de tipo apoptótico, que también se observaba en los tratamientos 
individuales con BHA 300 µM y PPB 500 µM.  Sin embargo, la fracción de células 
flotantes resultante del tratamiento durante 24 horas con Mix 300, mostraba tanto 
figuras apoptóticas clásicas, como núcleos con un único bloque de cromatina muy 
picnótica con fragmentos dispersos, característicos de los procesos de necrosis 
secundaria. Un tercer tipo de morfologías estaba representado por núcleos 
interfásicos de aspecto anómalo, que no eran compatibles con procesos de muerte 
celular según los criterios de clasificación utilizados. Tras la tinción de las células 
con Hoechst 33258, se observaban núcleos con un alto grado de condensación de la 
cromatina de distribución heterogénea y otros que presentaban regiones 
especialmente picnóticas. En el caso de los tratamientos de 4 horas, los cultivos 
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expuestos a Mix 300 también mostraron células con husos mitóticos mal 
estructurados, llegando a ser la mitad de las células en metafase cuantificadas. Este 
valor se incrementó hasta casi el 90 % en los tratamientos a 9 horas. Un estudio 
detallado de las placas metafásicas con husos anómalos, descritos anteriormente, 
demostró que los cromosomas de las células tratadas presentaban un tamaño 
mucho menor que el observado en los cultivos control. 
Tomando en conjunto todos los resultados morfológicos obtenidos y 
aplicando sobre ellos el método de asociación de efectos, hemos podido determinar 
que de manera general se observan efectos combinados de tipo sinérgico. Las 
respuestas obtenidas tras la exposición continua a Mix 300 fueron mucho más 
evidentes que las observadas en los tratamientos individuales. Por ejemplo, las 
alteraciones del retículo mitocondrial en las células tratadas durante 4 horas con la 
combinación binaria Mix 300, provocaron efectos mucho más intensos que los 
detectados de manera individual en el mismo tiempo de exposición. Lo mismo 
ocurrió para la degeneración hidrópica, los efectos observados sobre el 
compartimento endosomal, la remodelación del citoesqueleto de actina y la 
morfología nuclear. Mención especial merece este último caso, donde se analizaron 
los cultivos a 4 y 24 horas, detectándose efectos emergentes surgidos de la 
exposición combinada, como el bloqueo en metafase, el acortamiento de los 
cromosomas y las morfologías nucleares interfásicas de aspecto heterogéneo. 
Además, también hemos podido relacionar alteraciones inducidas tras la exposición 
durante 4 horas a Mix 300 con las descritas en células sometidas a tratamientos 
individuales con BHA en dosis y/o tiempo muy superiores a los ensayados en esta 
mezcla. Por ejemplo los tratamientos individuales con 300 µM de BHA durante 24 
horas indujeron degeneración hidrópica y alteraciones sobre la integridad del 
retículo mitocondrial de similar intensidad. 
Del mismo modo, las alteraciones descritas en el retículo mitocondrial y en el 
compartimento endosomal tras 24 horas de tratamiento con Mix 100 resultaron 
mayores que las detectadas en las exposiciones individuales, lo que también ocurrió 
en el caso de otros parámetros morfológicos analizados, como la degeneración 
hidrópica y el citoesqueleto de actina. En ambos parámetros no se produjeron 
alteraciones tras los tratamientos por separado, pero sí con la combinación binaria, 
permitiéndonos definirlo como efecto emergente.  
En cuanto a los parámetros cuantitativos (pérdida de adhesión celular y 
frecuencia de células muertas en base a la morfología nuclear), los resultados 
obtenidos para las mezclas Mix 100 y Mix 300 indicaron respuestas sinérgicas en 
todos los tiempos de exposición.  
La valoración general de los resultados de citotoxicidad basal conyirmó la 
importancia de utilizar parámetros morfológicos como complemento de las pruebas 
cuantitativas, cuando se lleva a cabo un estudio in vitro. La microscopía óptica nos 
permitió identiyicar en las células Vero efectos citotóxicos tales como el desequilibrio 
osmótico, las alteraciones del citoesqueleto de actina y la pérdida de integridad 
nuclear, que no se ponen de maniyiesto con los ensayos bioquímicos habituales.  Sin 
embargo, para conseguir una visión global de la respuesta celular que produce un 
tratamiento experimental, es necesario integrar todos los datos antes de proponer 
un posible mecanismo de acción tóxica. En este sentido, es importante señalar que 
una lesión celular puede ser consecuencia del desajuste de distintos procesos 
moleculares que se encuentran interrelacionados e integrados en complejas rutas de 
señalización. Por lo tanto, nuestro siguiente objetivo consistió en establecer las 
posibles relaciones causa-efecto entre los diferentes indicadores de citotoxicidad 
evaluados, así como estimar la relevancia de los datos obtenidos. Como cabía 
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esperar, esta fase del estudio demandó pruebas complementarias a las previamente 
realizadas, que se fueron llevando a cabo de acuerdo a las necesidades particulares 
de cada resultado. 
La respuesta tóxica principal, inducida por las mezclas de BHA y PPB en las 
células Vero, consistió en una parada de proliferación. Las células frente a diferentes 
situaciones de estrés detienen su ciclo celular, en la fase G1 o en la transición G2-M, 
con el yin de conseguir un tiempo adicional para reparar daños y evitar posibles 
lesiones. En este sentido, la degeneración hidrópica, asociada a la parada de ciclo en 
los cultivos expuestos a Mix 100 y Mix 300, podría considerarse como un primer 
intento por preservar la estructura y función de los componentes celulares ante la 
entrada masiva de agua. Sin embargo, la vacuolización citosólica era concomitante 
con la tumefacción de orgánulos y la desorganización del citoesqueleto de actina, lo 
que parece indicar que las células Vero se encontraban en una situación sostenida 
de estrés hiposmótico.   
El flujo incontrolado de agua hacia el interior celular activa un mecanismo 
denominado “disminución regulada de volumen” (DRV) mediante el cual las células 
recuperan su estado inicial sin compremeter su supervivencia (Schliess y col., 2007). 
No hay que olvidar que el volumen celular controla un gran número de actividades 
yisiológicas entre las que destacan la proliferación, la diferenciación, la migración, el 
metabolismo y la muerte celular (Wehner y col., 2003). El proceso que rige el 
restablecimiento del volumen celular es extremadamente complejo a nivel 
molecular y requiere la participación de elementos sensores, vías de transducción 
de señales y efectores, característicos de cada tipo celular (Jakab y col., 2002; 
Pasantes-Morales y col., 2006; Hoffmann y col., 2009). De forma muy general, el 
mecanismo consiste en incrementar la permeabilidad de la membrana plasmática a 
determinados osmolitos, activando sistemas de transporte que reducen 
temporalmente la osmolaridad intracelular y facilitan la salida de agua. En la 
mayoría de las células animales se produce una primera respuesta adaptativa, que 
suele durar unos minutos, en la que la célula  libera Cl- y K+ a través de canales y 
sistemas de cotransporte presentes en su membrana. En una segunda etapa más 
lenta, se liberan al exterior celular determinados osmolitos orgánicos como 
aminoácidos, polialcoholes y metilaminas. 
Los efectos citotóxicos observados en las células Vero tratadas con Mix 100 y 
Mix 300 indican que el mecanismo regulador DRV no actuó de forma eyicaz. La 
identiyicación de fallos en un proceso de regulación osmótica es una tarea bastante 
diyicultosa debido a que los mecanismos moleculares implicados están 
interrelacionados y son propios de cada tipo celular. Sin embargo, los eventos claves 
en las células Vero han sido previamente detallados por otros autores, lo que nos ha 
permitido deducir de forma indirecta posibles interferencias producidas por 
nuestro tratamiento experimental. 
La respuesta de estrés hipotónico en la línea celular Vero depende en gran 
medida de la activación de canales de K+ de alta conductancia caracterizados como 
tipo BK (Hafting y Sand, 2000). Estos canales iónicos, denominados también Slo o 
MaxiK, constan de 4 subunidades α con siete dominios transmembranosos (S0-S6) y 
1-4 subunidades β reguladoras. Los dominios transmembranosos S1-S4 actúan 
como sensores de voltaje  y los S5-S6 forman el poro de conducción de K+. El canal 
presenta un gran dominio citosólico C-terminal que contiene una región de unión a 
Ca2+, dos regiones de regulación de la conductancia (RCK), un dominio de 
tetramerización, dos lugares de fosforilación, un dominio de unión a la caveolina y 
motivos leucina/isoleucina (LZ) esenciales para la interacción proteína-proteína. Por 
su parte, el dominio extracelular N-terminal (S0) es el lugar de unión para la 
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subunidad β auxiliar (Orio y col., 2002; Wang y Sigworth, 2009). En el riñón, los 
canales BK se encuentran distribuidos a lo largo de los diferentes segmentos de la 
nefrona, participando en la secreción renal y actuando como efectores del 
mecanismo regulador del volumen celular (Hebert y col., 2005; Pluznick y Sansom, 
2006; Wagner, 2010). A pesar de que presentan una considerable diversidad 
funcional, debido a las isoformas producidas por “splicing” alternativo del ARNm 
(Tian y col., 2001; Fodor y Aldrich, 2009), todos los canales BK se activan por 
despolarización de la membrana y por incrementos en la concentración intracelular 
de Ca2+ (Horrigan y Aldrich, 2002; Cui y col., 2009). El aumento de los niveles de 
Ca2+ citosólico es un cambio inicial que se observa en células de distinto origen 
tisular sometidas a estrés hiposmótico, si bien las consecuencias parecen ser 
características de cada tipo celular (Pasantes-Morales y Mulia, 2000; Okada y col., 
2001; Lang y col., 2007). En el caso de  la línea celular Vero, se ha demostrado que 
provoca la apertura de canales BK y la consiguiente liberación de K+, en un proceso 
mediado por la activación de receptores purinérgicos P2Y1 (Hafting y col., 2006). Los 
receptores metabotrópicos de la familia P2Y1 están acoplados a proteínas Gq en la 
membrana celular, por lo que su activación estimula la vía fosfolipasa C β (PLC β) 
que utiliza inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros, 
para  movilizar Ca2+ desde los depósitos intracelulares y activar la proteinkinasa C 
(PKC).   
La conductancia de Cl- en respuesta al estrés hipotónico está poco 
caracterizada a nivel molecular, a pesar de los esfuerzos para determinar los canales 
responsables en multitud de tipos celulares. Actualmente se piensa que el Cl- se 
libera a través de transportadores poco selectivos que permiten también la salida de 
osmolitos orgánicos (Nilius y Droogmans, 2003; Sardini y col., 2003; Wehner y col., 
2003). Hasta la fecha no se ha propuesto ningún candidato en las células Vero, 
aunque es posible que los sistemas de antiporte HCO3-/Cl- que utilizan para el 
control del pH interno (Olsnes y col., 1987) estén involucrados, como ocurre en otras 
células de origen renal (Warth y col., 2004; L'Hoste y col., 2007).  
Diversas alteraciones celulares observadas en nuestras condiciones 
experimentales, tales como cambios en la yisiología de la membrana, 
desorganización del citoesqueleto de actina e incrementos en los niveles 
intracelulares de ERO, han sido descritos como factores capaces de modular el 
mecanismo de regulación osmótica (Hoffmann y Pedersen, 2006; Pasantes-Morales 
y col., 2006; Lang y col., 2007). La membrana plasmática es la primera estructura 
celular con la que se enfrenta un agente químico incorporado a un medio de cultivo. 
Tanto el BHA como el PPB son compuestos lipoyílicos que desestabilizan las 
membranas celulares por intercalación en la bicapa lipídica (Stubbs y Smith, 1984; 
Panicker, 2008). Existen además evidencias de que la interacción de ambos 
compuestos con las bicapas lipídicas no sólo altera la permeabilidad y 
estructuración de las mismas sino que interyiere con la actividad de determinados 
canales iónicos. Así por ejemplo, el PPB provoca la apertura de canales de K+ (Bredin 
y col., 2005; Nguyen y col., 2005; Kamaraju y Sukharev, 2008), mientras que el BHA 
inhibe la entrada de Ca2+ desde el exterior celular pero no  afecta a la actividad de 
los canales responsables de la liberación de K+ (Fusi y col., 2000, 2001).    
Nuestras observaciones microscópicas demuestran que los componentes de 
las mezclas binarias actuaron en sinergia, produciendo alteraciones en la membrana 
plasmática de las células Vero que facilitan la entrada masiva de agua. Sin embargo, 
es de destacar que no se produjeron signos de degeneración hidrópica durante los 
tratamientos individuales con PPB 500 µM, lo que podría atribuirse a un incremento 
en la activación de los canales K+. De la misma manera, sería razonable pensar que la 
aparente ineficacia del mecanismo regulador del volumen en las células Vero 
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tratadas con BHA 300 µM, Mix 100 y Mix 300  pudiera deberse a una inhibición de los 
canales BK. En dichas condiciones experimentales, observamos una relación directa 
entre los fenómenos de degeneración hidrópica y la desestructuración de las fibras 
de estrés. La pérdida de integridad y patrón de distribución de los microfilamentos 
es una respuesta celular muy común en los procesos de estrés osmótico, cuyo 
significado funcional no está completamente definido (Pedersen y col., 2001; 
Hoffmann y col., 2009). La regulación de los canales BK depende de la interacción 
del dominio citosólico C-terminal con el citoesqueleto de actina, a través de la 
proteína adaptadora cortactina (Tian y col., 2008). Sin embargo, la 
despolimerización de la actina F tiene efectos opuestos sobre la actividad de dichos 
canales ya que se ha descrito tanto activación (Kraft y col., 2000; O'Malley y col., 
2005) como inhibición (Jovanovic y Jovanovic, 2001; Huang y col., 2002), 
dependiendo de las condiciones experimentales y del tipo celular analizado. Existe 
además la idea de que los microfilamentos de actina controlan el funcionamiento de 
los canales de K+ en condiciones normales, pero podrían no estar implicados en el 
incremento de la conductancia de este ion durante el estrés hipotónico (Lai y col., 
2004). 
Por otra parte, las mezclas Mix 100 y Mix 300 así como los tratamientos 
individuales con BHA 300 µM y PPB 500 µM incrementaron los niveles basales de 
ERO en nuestro sistema experimental. Aunque este resultado pudiera resultar 
llamativo, dado que los compuestos analizados se utilizan como antioxidantes, 
diversos estudios indican que las moléculas con capacidad antioxidante son capaces 
de actuar como pro-oxidantes en función de la dosis empleada (Fukumoto y Mazza, 
2000; Halliwell y Whiteman, 2004; Valko y col., 2007). De hecho, nuestros datos 
procedentes del ensayo de DCFH-DA en las células Vero indican que la 
concentración de BHA 100 µM reduce los niveles intracelulares de ERO, a diferencia 
de lo que ocurre después de los tratamientos con 300 µM.  
La concomitancia entre el estrés hipotónico y la generación de ERO ha sido 
descrita en diferentes tipos celulares (Schliess y col., 2007; Rojas-Rivera y col., 
2009), incluyendo los de origen de renal (L'Hoste y col., 2007, 2009). La principal 
fuente de especies reactivas de oxígeno en la célula son las mitocondrias, a través de 
los distintos complejos de la cadena de transporte electrónico situada en la 
membrana interna (Andreyev y col., 2005; Murphy, 2009). Las ERO modifican el 
estado redox de moléculas tales como proteinkinasas, proteinfosfatasas y factores 
de transcripción (Droge, 2002; Poli y col., 2004; Mates y col., 2008) y por lo tanto 
tienen un papel fundamental en numerosas rutas de señalización, incluyendo la 
osmotransducción (Lambert, 2003; Varela y col., 2004; Stutzin y Hoffmann, 2006). 
En las células eucariotas, la inhibición de los complejos I (NADH deshidrogenasa), II 
(succinato deshidrogenasa) y III (ubiquinona-citocromo c oxidorreductasa), 
incrementa la cantidad de ERO que se generan constitutivamente fruto de la 
actividad de la cadena respiratoria (Turrens, 2003). Esto explicaría nuestros 
resultados ya que el BHA es capaz de alterar el funcionamiento de los complejos I, II, 
III y IV comprometiendo el flujo de electrónico (Okubo y col., 2004), además de 
generar desacoplamiento de la fosforilación oxidativa (Fusi y col., 1992). Asimismo, 
se ha demostrado que el PPB interfiere con los complejos de la cadena respiratoria 
mitocondrial y actúa como agente desacoplante (Nakagawa y Moldéus, 1998; 
Tavares y col., 2009). 
La importancia del potencial redox intracelular en la conductancia de los 
canales BK ha sido objeto de numerosas investigaciones durante los últimos años, 
debido a sus implicaciones patofisiológicas. Las características biofísicas de estos 
canales comportan diferentes dianas susceptibles de oxidación, tanto en las 
subunidades α como en las β (Tang y col., 2001; Erxleben y col., 2002; Zeng y col., 
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2003). Diferentes estudios han demostrado que el anión superóxido (O2-) no tiene 
efecto sobre los canales BK (Liu y col., 2002; Tang y col., 2004), mientras que el 
peróxido de hidrógeno (H2O2) presenta efectos contradictorios (Lu y col., 2006). El 
H2O2 puede activar estos canales de K+ directamente (Bychkov y col., 1999) o a 
través de rutas de señalización dependientes de GMPc y AMPc (Thengchaisri y Kuo, 
2003; Shimokawa y Matoba, 2004), cuando se aplica desde el medio extracelular. Sin 
embargo, la presencia de esta especie reactiva de oxígeno en el interior de las células 
inhibe la actividad de los canales BK, mediante la modiyicación oxidativa del residuo 
de cisteína C911 (Soto y col., 2002; Tang y col., 2004; Lu y col., 2006) ó C430 (Zhang 
y Horrigan, 2005), localizados en el extremo C-terminal de la subunidad α.   
La presencia intracelular de ERO fue demostrada en nuestras condiciones 
experimentales utilizando dos marcadores de estrés oxidativo, la cuantificación de la 
fluorescencia de diclorofluoresceína (DCF) y la inmunodetección de 8-hidroxi-2´-
deoxiguanosina (8-OHdG).  
El compuesto yluorogénico DCFH-DA fue descrito inicialmente como un 
método de medida de H2O2 (Keston y Brandt, 1965), si bien la controversia existente 
acerca de los radicales capaces de oxidar esta molécula hace que se considere 
actualmente como un indicador general del estado oxidativo de las células (Halliwell 
y Whiteman, 2004). Por su parte, la 8-OHdG, que deriva de la adición de un radical 
hidroxilo (OH•) a la guanina en la posición C8 (Cadet y col., 1999), es un marcador 
sensible y específico de daño oxidativo en el ADN (Valavanidis y col., 2009). 
Teniendo en cuenta el absoluto paralelismo entre los resultados obtenidos en los 
ensayos de DCFH-DA y 8-OHdG, cuando se evaluaron los niveles de ERO en células 
Vero que sufrían estrés hipotónico, podemos considerar que el OH• es uno de los 
radicales generados en nuestras condiciones experimentales. Esta observación es de 
gran interés, ya que existen evidencias de que la disfunción de los canales BK 
inducida por H2O2 endógeno está mediada por radicales OH• (Soto y col., 2002), que 
se originan a partir de H2O2 mediante la reacción de Fenton o de Haber-Weiss. 
Además, es importante indicar que la modiyicación oxidativa, responsable de la 
inhibición de la conductancia de K+, es dependiente de la concentración intracelular 
de H2O2 (Soto y col., 2002; Tang y col., 2004). Esto  explicaría que las células tratadas 
con PPB 500 µM no sólo estarían protegidas contra el estrés osmótico por la 
capacidad del compuesto para activar los canales BK, sino porque muestran niveles 
de ERO signiyicativamente menores que los observados después de los tratamientos 
con BHA 300 µM, Mix 100 y Mix 300.  
En base a las situaciones anteriormente descritas, nuestros resultados 
sugieren que el estrés oxidativo podría jugar un importante papel en el desequilibrio 
osmótico observado en nuestro sistema experimental. Sin embargo, no hay que 
olvidar que los canales BK puede ser modulados por otros factores entre los que 
destacan la fosforilación, el pH y ciertos mensajeros endógenos (Ghatta y col., 2006; 
Nardi y Olesen, 2008). Por otra parte, la actividad de los canales iónicos debe estar 
coordinada con otros muchos componentes del mecanismo DRV para que las células 
respondan correctamente ante una situación de estrés hipotónico. Por lo tanto, para 
deyinir con exactitud el/los mecanismos subyacentes al estrés osmótico provocado 
por las combinaciones binarias de BHA y PPB en las células Vero, serían necesarios 
estudios adicionales que escapan de los objetivos de la presente tesis.  
El estrés oxidativo, causado por el desequilibrio entre la producción de 
especies reactivas de oxígeno y la capacidad de defensa antioxidante, puede tener 
importantes consecuencias en los sistemas biológicos (Halliwell, 2008). Las ERO 
pueden afectar a la fisiología celular debido a su gran reactividad con biomoléculas 
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esenciales como lípidos, proteínas y ADN (Valko y col., 2006). Las principales 
consecuencias de este daño oxidativo son cambios en las tasas de proliferación y 
muerte celular (Temple y col., 2005), que constituyen la base de diferentes 
patologías humanas entre las que se incluyen diabetes, cáncer, aterosclerosis y 
ciertas enfermedades neurodegenerativas (Favier, 2006; Giustarini y col., 2009). El 
daño oxidativo en el ADN, fue evidenciado en las células Vero por la presencia de 
niveles signiyicativos de 8-OHdG, después de los tratamientos con los compuestos 
individuales y sus mezclas binarias. En este punto es importante señalar los 
resultados obtenidos en los cultivos expuestos a BHA 100 µM durante 24 horas, 
donde en ausencia de estrés oxidativo según los ensayos de dicloroyluoresceína o 
dihidroetidina, se cuantiyicaron índices de 8-OHdG superiores a los detectados en los 
respectivos controles. Está bien documentado que los compuestos fenólicos pueden 
oxidarse en radicales fenoxilo (PhO•) por la acción de las peroxidasas celulares y 
reaccionar fácilmente con el C8 de la desoxiguanosina, generando 8-OHdG 
(Manderville, 2005). Por lo tanto, la lesión oxidativa en el ADN de las células Vero 
derivada de los tratamientos con BHA podría atribuirse a la formación de dichos 
radicales, como se ha sugerido previamente en otras líneas celulares (Phillips y col., 
1989; Saito y col., 2003). Además, los radicales fenoxilo también se originan a partir 
de los parabenos (Duesteberg y Waite, 2007) y pueden ser transformados por 
antioxidantes celulares (GSH, NADH, ascorbato) en O2•-, que por dismutación 
produce H2O2 y eventualmente OH• (Shvedova y col., 2000; Galati y col., 2002). Esto 
implica que no podemos descartar la posible participación de los radicales PhO• en 
los efectos tóxicos observados como consecuencia de los tratamientos con BHA 300 
µM, PPB 500 µM y sus mezclas binarias.  
La inducción de estrés oxidativo, como mecanismo subyacente de la 
toxicidad inducida por el BHA en las células Vero, concuerda con datos previos de 
otros autores que muestran la habilidad del compuesto para generar radicales libres 
(Satoh y col., 1999; Fukumoto y Mazza, 2000). Asimismo, los efectos genotóxicos 
observados en linfocitos humanos in vitro (Schilderman y col., 1995), órganos 
gastrointestinales de ratón (Sasaki y col., 2002) y células CHO (Abe y Sasaki, 1977; 
Phillips y col., 1989) han sido atribuidos al carácter pro-oxidante del BHA. Por otra 
parte, algunos estudios han sugerido que los parabenos pueden potenciar el estrés 
oxidativo en células epiteliales (Handa y col., 2006; Nishizawa y col., 2006) y causar 
peroxidación lipídica en eritrocitos humanos y homogeneizados de riñón e hígado 
de ratón (Asnani y Verma, 2006, 2007). Sin embargo, nuestro estudio es el primero 
en demostrar que el PPB es capaz de inducir daño oxidativo en el material genético. 
En base a los resultados de los tratamientos individuales con BHA y PPB, es 
razonable pensar que los efectos causados en las células Vero por la exposición a Mix 
100 (24 horas) y Mix 300 (4 horas), puedan estar mediados por la presencia de ERO. 
De hecho, los valores del índice 8-OHdG correspondientes a las mezclas binarias 
pudieron ser estimados con precisión mediante modelos matemáticos. El polinomio 
que predijo los daños oxidativos tras la exposición a Mix 100 se basó en los 
resultados de ambos tratamientos por separado y del nivel basal de daño, mientras 
que la ecuación de estima que mejor se ajustó a los resultados de Mix 300 se 
fundamentó en la respuesta individual del BHA. Los otros tres modelos empleados 
no generaron predicciones correctas, indicando sinergia en el caso de Mix 100 y 
antagonismo para Mix 300. 
En este punto, es fundamental destacar que en las mismas condiciones 
experimentales en las que observamos valores significativos del índice 8-OHdG, 
detectamos la presencia de focos nucleares de γ-H2AX,  un reconocido marcador de 
roturas de doble de cadena en el ADN (Kuo y Yang, 2008). Las células eucarióticas 
presentan diferentes mecanismos de defensa para mantener la integridad del 
material genético y evitar la tumorigénesis. En el caso de las dobles roturas, la 
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kinasa ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) actúa como sensor de daño y coordina 
una ruta de señalización especíyica mediante la fosforilación de sustratos tales como 
p53, Chk2, Chk1, Brca1 y H2AX (Shiloh, 2003). La fosforilación de la histona H2AX en 
la serina 139 (γ-H2AX) constituye uno de los primeros pasos del sistema de 
reparación de daño al ADN en las células eucarióticas (Rogakou y col., 1998; Burma 
y col., 2001). Por otra parte, la activación del factor de transcripción p53 resulta 
esencial para la regulación de genes implicados en la detención del ciclo celular, la 
reparación de las lesiones y en su defecto, la inducción de apoptosis (Pietenpol y 
Stewart, 2002; Harris y Levine, 2005; Murray-Zmijewski y col., 2008). Esta 
respuesta de daño al ADN se activa por diversos factores, entre los que se incluyen la 
presencia de daño oxidativo durante la progresión del ciclo celular (Tanaka y col., 
2006; Kulkarni y Das, 2008) y el estrés hipotónico (Kanu y Behrens, 2007). 
La integración de los resultados obtenidos en esta fase del estudio, nos 
permitió la formulación de una serie inicial de conclusiones. En primer lugar, los 
radicales libres parecen ser los principales responsables de las dobles roturas de 
ADN, causadas por los tratamientos con los componentes individuales y sus mezclas. 
No obstante, conviene contemplar para futuras investigaciones un reciente estudio 
que demuestra la capacidad del BHA para intercalarse en el ADN in vitro (Kashanian 
y Dolatabadi, 2009), lo que podría favorecer la inducción de lesiones. Por otra parte 
y como ya se ha indicado, observamos incrementos en los niveles de ploidía de las 
células Vero, después de los tratamientos de 24 h con ambas mezclas binarias, 
siendo especialmente significativos en el caso de Mix 300. Las células poliploides se 
originan principalmente por rondas sucesivas de replicación del ADN sin 
intervención de la mitosis, o bien por la presencia de husos no funcionales que 
provocan la salida prematura de mitosis (Storchova y Pellman, 2004; Decordier y 
col., 2008). Es importante recordar que dicha mezcla ocasionó en las células Vero 
bloqueos de proliferacion en la fase S del ciclo, así como husos aberrantes en los que 
los cromosomas presentaban condensación anómala. Estos eventos, detectados 
desde tiempos breves de exposición a Mix 300, eran concomitantes a incrementos en 
los niveles intracelulares de ERO y han sido descritos previamente por otros 
autores, en diversas situaciones de estrés oxidativo (Kurata, 2000; Gorla y col., 2001; 
Monks y col., 2006). En segundo lugar, encontramos evidencias que nos permiten 
deducir, de manera indirecta, que la ruta de señalización de daño al ADN se activó 
adecuadamente en nuestras condiciones experimentales: 1) la relación entre la 
presencia de focos nucleares de γ-H2AX y la parada del ciclo en la fase G1 y 2) la 
aparición de un número significativo de núcleos fragmentados y/o condensados 
caracterizados como apoptóticos, en la fracción flotante de los cultivos. Por último 
destacar que un considerable desajuste en las tasas de proliferación con resultado 
final de “catástrofe del ciclo” y en ocasiones inducción de apoptosis, ha sido descrito 
previamente en diversas líneas celulares de origen humano, sometidas a estrés 
hipotónico (Tao y col., 2002). 
Las estimaciones realizadas con los diferentes modelos matemáticos 
pudieron predecir algunos de los resultados descritos en el apartado anterior. Así 
por ejemplo, la frecuencia de células positivas a γ-H2AX, después de 4 horas de 
tratamiento con Mix 100, se pudo calcular empleando un modelo de correlación 
positiva completa, en base a los datos obtenidos tras la exposición a BHA. Por otro 
lado, las roturas de doble cadena causadas por la exposición a dicha mezcla durante 
24 horas fueron predichas con exactitud mediante el modelo de correlación negativa 
modificado para parámetros genotóxicos. El resto de ecuaciones empleadas para 
valorar el efecto combinado de Mix 100 no se ajustaron con precisión a los 
resultados observados. En el caso del tratamiento Mix 300 durante 4 horas, los dos 
modelos basados en aditividad estimaron correctamente los resultados. Por último, 
la frecuencia de células muertas en los tratamientos Mix 100 y Mix 300 presentó 
Discusión 
108 
 
valores superiores a los esperados, lo que implica que los componentes de las 
mezclas actuaron en sinergia. 
Los resultados descritos hasta el momento proceden de análisis realizados 
según un protocolo experimental de toxicidad aguda, que implica una exposición 
continua de 24 horas a los compuestos individuales y sus mezclas. Aunque los 
efectos citotóxicos de numerosos agentes químicos desaparecen al cesar los 
tratamientos y consiguientemente se consideran reversibles, es bien conocido que 
en algunos casos se observan procesos de toxicidad retardada. Por lo tanto, el 
tiempo transcurrido entre el final del tratamiento y el momento de realizar el 
ensayo, es un factor esencial a tener en cuenta cuando se evalúa el perfil toxicológico 
de un compuesto (Komissarova y col., 2005). Esta indicación es también válida en 
los estudios de riesgo tóxico de mezclas químicas, en los que se recomienda analizar 
además de la toxicidad aguda, los posibles efectos causados por exposiciones 
crónicas, secuenciales y retardadas (Rice y col., 2008; Altenburger y Greco, 2009). 
Teniendo en cuenta estas observaciones, decidimos comprobar la reversibilidad de 
los daños citotóxicos, así como la posible aparición de efectos secundarios en células 
Vero incubadas en medio fresco, después de haber sido sometidas a diferentes 
tratamientos experimentales.  
Como se ha detallado previamente, los cultivos expuestos durante 24 horas a 
Mix 300 mostraron valores nulos de supervivencia, con un importante número de 
células flotantes y un mínimo porcentaje con morfología notablemente alterada que 
permanecían ancladas al sustrato. La incubación durante 24 horas adicionales de las 
células adheridas en medio fresco en ausencia de drogas, tuvo como resultado la 
muerte de la totalidad del cultivo. De la misma manera, la fracción ylotante no 
recobró la capacidad de adhesión y tras 24 horas de recuperación no se observaron 
células vivas. Estos resultados sugieren que el límite de tolerancia de las células Vero 
había sido superado, probablemente debido a la intensidad y/o duración del 
tratamiento, produciendo lesiones celulares  irreversibles. 
Sin embargo, la vacuolización citosólica de las células Vero atribuida al estrés 
hipotónico resultante de la exposición continua a BHA 300 µM y Mix 100, dejó de ser 
evidente tras incubar los cultivos durante 48 horas en ausencia de los compuestos. 
La reversibilidad de este efecto tóxico, que habíamos descrito previamente para 
dosis de BHA menores de 375 µM (Labrador y col., 2007), sugiere que los 
mecanismos de disminución regulada del volumen celular podrían haberse 
restablecido. Otro resultado importante a destacar en esta fase del estudio fue la 
reducción del número de células positivas a γ-H2AX, 24 horas después de retirados 
los tratamientos con los compuestos individuales, excepto en el caso de BHA 300 µM 
en el que el daño al ADN parecía ser irreversible. Los resultados de los cultivos 
previamente expuestos a Mix 100 revelaron una disminución signiyicativa del 
número de células con roturas de doble cadena, a pesar de que los valores 
duplicaban los obtenidos en los respectivos controles. El mantenimiento de la 
estabilidad genómica y la supervivencia celular, después de una lesión en el ADN, 
depende conjuntamente de la adecuada regulación de los sistemas de reparación del 
daño y de los puntos de control del ciclo (Rich y col., 2000). Las células eucarióticas 
disponen de dos estrategias principales para subsanar las roturas de dobles cadena 
de ADN, denominadas recombinación homóloga (HR) y reunión de extremos no 
homólogos (NHEJ) (Karagiannis y El-Osta, 2004; Cann y Hicks, 2007; Ohnishi y col., 
2009). Ambos mecanismos no son mutuamente excluyentes, aunque la contribución 
relativa de cada uno de ellos parece depender del estadio del ciclo celular en el que 
se produce el daño (Sonoda y col., 2006; Hartlerode y Scully, 2009). Las células de 
mamífero utilizan principalmente el mecanismo de reparación NHEJ que puede 
operar en cualquier fase del ciclo celular, restaurando la integridad del ADN con 
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escasas modificaciones a nivel de secuencia (Kanaar y col., 2008; Lieber, 2008). 
Teniendo en cuenta que una vez retirados los tratamientos con BHA 300 µM o Mix 
100, los cultivos seguían presentado un número significativo de células con dobles 
roturas de ADN, se puede considerar la posibilidad de que dichos resultados sean 
consecuencia de fallos en el mecanismo de reparación. De hecho, se ha demostrado 
en otras líneas celulares de mamífero que la exposición a BHA en el rango 250-500 
µM es capaz de inhibir la reunión de extremos de ADN dañado (Slamenová y col., 
2003) y que el PPB, en concentraciones cuatro veces superiores a las utilizadas en 
este estudio, causa daños genotóxicos por fracasos de la reparación (Tayama y col., 
2008). A pesar de que el mecanismo molecular responsable de la interferencia de 
estos compuestos con el sistema de reparación del ADN no está bien establecido, 
parece ser dependiente de la concentración según indican los estudios 
anteriormente mencionados. Este circunstancia coincide con nuestros datos ya que 
las células sometidas a tratamientos con BHA 100 µM o PPB 500 µM de manera 
individual, no presentaban dobles roturas de ADN después de 24 h de recuperación.  
Del mismo modo, comprobamos que una vez retirados los tratamientos 
experimentales los cultivos que aparentemente habían reparado las lesiones en el 
ADN recobraron su capacidad de proliferación, con tasas superiores a las de los 
respectivos controles. El incremento en la actividad proliferativa, cuando se ha 
completado la reparación y cesa la activación de la respuesta de daño al ADN, se 
considera una de las principales respuestas adaptativas a las que recurren las células 
para alcanzar un nuevo estado de equilibrio y preservar su viabilidad (Kumar y col., 
2008). Esta estimulación de la proliferación regenerativa juega un importante papel 
en el proceso de carcinogénesis química ya que requiere la activación 
transcripcional de genes relacionados con el control del crecimiento, algunos de los 
cuales son oncogenes o genes supresores de tumores (Butterworth y col., 1992; 
Butterworth y Bogdanffy, 1999). Por otra parte y de forma inesperada, los cultivos 
que mantenían un número signiyicativo de células positivas a γ-H2AX adoptaron el 
mismo comportamiento. Existen evidencias de que las células con daños 
persistentes o irreparables en el ADN, a pesar del bloqueo prolongado en los puntos 
de control, pueden reanudar su ciclo como un mecanismo de adaptación (Bartek y 
Lukas, 2007; Clemenson y Marsolier-Kergoat, 2009). Aunque de forma general las 
células que sufren dicho proceso mueren en los ciclos sucesivos, algunas pueden 
sobrevivir y seguir proliferando debido a un control defectuoso del ciclo celular (van 
Vugt y col., 2005; Syljuasen y col., 2006). Esta alteración proliferativa, que 
potencialmente promueve la inestabilidad genómica y la tumorigénesis (Khanna y 
Jackson, 2001; van Gent y col., 2001; Nyberg y col., 2002; Syljuasen, 2007), se 
observó en las células Vero una vez retirados los tratamientos con BHA 300 µM o Mix 
100 y puede considerarse un signo de toxicidad adicional y retardada. Finalmente, a 
pesar de la dificultad para establecer comparaciones entre datos obtenidos in vivo e 
in vitro, es importante señalar que la exposición a BHA induce lesiones 
preneoplásicas y neoplásicas en el riñón de rata (Tsuda y col., 1984), que pueden 
conducir a la formación de tumores por hiperplasia regenerativa (Kumar y col., 
2008). 
Por otra parte, los análisis matemáticos de los datos obtenidos con Mix 100 
indicaron que ningún modelo predictivo destaca sobre el resto, a la hora de 
presentar estimas correctas en los estudios de exposición retardada. Para el 
parámetro de incremento de la cantidad de células en el cultivo no se obtuvieron 
respuestas predecibles después de 24 ó 48 horas de recuperación. Sin embargo, para 
la variación del porcentaje de células en G2-M tras 48 horas de recuperación, los 
modelos de correlación negativa completa y sin correlación aportaron predicciones 
correctas. En cuanto a la frecuencia de células positivas a γ-H2AX, la estima basada 
en los datos de las exposiciones individuales  mostró valores esperados inferiores a 
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los detectados en la mezcla, empleando los modelos de correlación positiva y 
negativa completa y sin correlación. En cambio, se estimó con acierto este efecto en 
base al modelo de correlación negativa completa modificado para estudios de 
genotoxicidad. 
Antes de concluir el estudio, llevamos a cabo una aproximación experimental 
basada en la tecnología de microarrays de ADNc, considerada como un herramienta 
de gran utilidad para el análisis del mecanismo de acción tóxica de compuestos 
químicos (Furness, 2002; Waring y Halbert, 2002), así como de sus mezclas 
(Borgert, 2007). Es importante puntualizar que, si bien el microarray utilizado 
permitió detectar cambios de expresión génica en las células Vero, los resultados no 
se pudieron validar al carecer de cebadores de la calidad necesaria. Por lo tanto, 
aunque los datos de estos ensayos complementaron en gran medida los obtenidos 
mediante parámetros clásicos de toxicidad in vitro, los hemos considerado como 
meramente especulativos. Asimismo, el estudio sólo se pudo realizar en células 
expuestas a la combinación binaria Mix 100 y sus componentes individuales, ya que 
los cultivos expuestos a Mix 300 presentaban niveles de ARNm insuficientes. 
Teniendo en cuenta nuestros resultados así como las características del microarray, 
el análisis se centró fundamentalmente en los cambios de expresión génica 
relacionados con el control del ciclo celular. 
El ciclo celular está regulado por la acción de al menos tres familias de 
proteínas: las ciclinas (CCNs), las kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y los 
inhibidores de las CDKs (CKIs). Las ciclinas se unen a las CDKs y forman complejos 
que se activan mediante una kinasa activadora de CDKs (CAK) que comprende tres 
subunidades, CDK7, ciclina H y MAT1 (Lolli y Johnson, 2005). Una vez activadas, las 
CDKs pueden fosforilar proteínas diana que permiten la progresión del ciclo celular. 
En las células de mamífero el ciclo de división celular depende de la actividad de tres 
CDKs, que actúan en interfase (CDK2, CDK4 y CDK6), una CDK mitótica (CDK1) y 
diez ciclinas pertenecientes a los tipos A, B, C, D y E (Malumbres y Barbacid, 2009). 
La actividad de los complejos ciclina/CDKs está regulada negativamente por dos 
familias de CKIs, las proteínas INK4 (p15, p16, p18, p19) y la familia CIP/KIP que 
comprende p21, p27 y p57 (Malumbres y Barbacid, 2005). 
Como resultado de los diferentes tratamientos, las células Vero sufrieron una 
represión de la transcripción de genes de las ciclinas, que explicaría el bloqueo de la 
proliferación. Sin embargo observamos dos excepciones, la ciclina E2 y la ciclina H 
que presentaban un incremento de los niveles de expresión en células expuestas a 
Mix 100. La sobreexpresión de ciclinas E, que se asocian con CDK2 y regulan la 
transición G1-S (Suryadinata y col., 2010), acelera la entrada en la fase S del ciclo 
celular y promueve la poliploidía (Spruck y col., 1999; Lindahl y col., 2004; 
Matsumoto y Maller, 2004). Es importante destacar además que Mix 100 reprimió la 
transcripción de la proteinkinasa 2 asociada a la fase S (SKP2), un enzima 
perteneciente a la familia F-box que constituye una de las cuatro subunidades del 
complejo ubiquitina ligasa SCF (Cardozo y Pagano, 2004). SCFSkp2 opera en la 
progresión G1-S y se ocupa principalmente de la degradación de CKIs de la familia 
CIP/KIP (Reed, 2006). Asimismo, se ha demostrado que la ciclina E debe unirse 
especíyicamente a SKP2 para su ubiquitinación, tanto in vivo como in vitro 
(Nakayama y col., 2000). Por lo tanto  podemos asumir que los bajos niveles de 
SKP2, en los cultivos tratados con Mix 100, sean los responsables de la acumulación 
de la ciclina E2 y como consecuencia dé la aparición de células poliploides. 
Finalmente, resaltar que diversos estudios han demostrado que la sobreexpresión de 
la ciclina E2 contribuye a la iniciación o progresión de un gran número de tumores 
humanos (Donnellan y Chetty, 1999; Gudas y col., 1999; Payton y Coats, 2002; 
Lindahl y col., 2004). Por otra parte, los niveles de expresión de los genes de ciclina 
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H también se encontraban incrementados en las células Vero después de la 
exposición a Mix 100. Como ya hemos mencionado, el complejo ciclina H/CDK7 está 
implicado en la activación de CDKs, pero además controla la transcripción de la ARN 
polimerasa II, al formar parte del factor de transcripción IIH (Fisher, 2005). Del 
mismo modo que la ciclina E2, la sobreexpresión de la ciclina H ha sido asociada en 
ocasiones con procesos neoplásicos (Bondi y col., 2005; Kayaselcuk y col., 2006).  
La expresión génica de CDKs implicadas en la progresión del ciclo celular se 
vió también alterada como resultado de los diferentes tratamientos experimentales. 
La exposición a Mix 100 causó una disminución signiyicativa respecto al control de 
los niveles de ARNm de CDK2 y CDK1, sin que se detectaran variaciones en CDK4. En 
el caso de los tratamientos individuales, las respuestas inducidas por PPB fueron 
muy similares a las observadas en la mezcla, mientras que el BHA no indujo cambios. 
Asimismo, otras CDKs reguladoras de la transcripción como CDK7, CDK9 y CDK10 
(Malumbres y Barbacid, 2005), presentaron sus niveles de expresión alterados en 
mayor o menor medida, después de la exposición a la mezcla o a sus componentes 
inviduales.  
Por otra parte, la exposición de las células Vero a Mix 100 y PPB 500 µM tuvo 
como consecuencia la sobreexpresión génica de los CKIs p21 y p57. Ambas proteínas 
se unen por el extremo N-terminal a los complejos ciclina/CDK inhibiendo su 
actividad kinasa  y por el extremo C-terminal, al antígeno nuclear de proliferación 
celular (PCNA), impidiendo su función como cofactor de la ADN polimerasa δ (Chen 
y col., 1995; Watanabe y col., 1998). Por lo tanto, la activación del punto de control 
G1 implica tanto la inhibición de CDKs como de PCNA, aunque la importancia 
relativa de cada dominio en el bloqueo de la proliferación depende del tipo celular o 
del daño detectado (Luo y col., 1995; Rousseau y col., 1999). En situaciones de daño 
oxidativo, se ha demostrado que los dos dominios de p21 participan en la inhibición 
de la progresión de G1-S (Helt y col., 2004), aunque la disminución de PCNA es 
crítica para asegurar una eyicaz parada de la proliferación en la fase G1 (Gehen y col., 
2007). En este punto es importante señalar que en paralelo con el incremento de 
p21, las células Vero tratadas con la mezcla y el PPB reprimieron la transcripción de 
PCNA, mientras que la exposición a BHA 100 µM no mostró variación en los niveles 
de ARNm. Por lo tanto, la  sobreexpresión de p21 y p57 junto con la represión de 
CDK2 y PCNA justiyicarían el bloqueo de las células Vero en G0-G1, detectado 
previamente mediante los análisis por citometría de ylujo. 
La transcripción de p21 es controlada por p53, un componente esencial de la 
respuesta de daño al ADN, que no sólo detiene el ciclo celular sino que induce 
apoptosis cuando las lesiones en el material genético resultan irreparables (Collavin 
y col., 2010; Farnebo y col., 2010). En nuestras condiciones experimentales, los 
niveles de expresión de la kinasa ATM responsable de la fosforilación de p53 sólo se 
vieron aumentados signiyicativamente en células tratadas con Mix 100. Por otra 
parte, se detectaron incrementos no significativos de p53 en los cultivos expuestos a 
la mezcla, mientras que en el caso de los tratamientos individuales los valores no 
diferían de los obtenidos en los controles. Teniendo en cuenta que p53 tiene una 
vida media corta (Sionov y Haupt, 1999) y que el resto de nuestros resultados 
apuntan a una eficaz activación del punto de control G1, consideramos que la 
extensa duración de los tratamientos experimentales (24 horas) podría justiyicar los 
bajos niveles observados.  
Finalmente, los datos procedentes del microarray indicaron que la expresión 
génica de polo-like kinasa 1 (PLK1) se encontraba reprimida en los cultivos tratados 
con Mix 100 ó PPB 500 µM. Diversos estudios sugieren que PLK1 es requerida para 
la progresión del ciclo celular (Barr y col., 2004), ya que regula no sólo eventos 
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especíyicos de la mitosis sino también la síntesis y mantenimiento de la integridad de 
ADN y la muerte celular (Ando y col., 2004; van Vugt y col., 2005; Strebhardt y 
Ullrich, 2006; Yang y col., 2009; Yim y Erikson, 2009). En general, la transcripción de 
PLK se inhibe al activarse el punto de control de daño al ADN con el fin de impedir la 
entrada de células en división (Ree y col., 2003).  
La imposibilidad de disponer de datos cuantitativos sobre las variaciones en 
la expresión génica, nos llevó a seleccionar las proteínas que consideramos más 
relevantes (ciclina E, p53, p21 y PLK1) para realizar un análisis por western blot. En 
este caso incluimos además los tratamientos con 300 µM de BHA y Mix 300 para 
obtener datos adicionales. 
Los resultados de la ciclina E revelaron que no existían variaciones en los 
cultivos tratados con BHA o PPB, pero se observó una reducción signiyicativa de 
dicha proteína después de la exposición a las combinaciones binarias. Es importante 
señalar que, para los tratamientos individuales, se percibe una buena concordancia 
de resultados entre los estudios de expresión génica y los de western blot. Sin 
embargo, en el caso de  Mix 100  la sobreexpresión génica no se correspondía con los 
niveles de proteína detectados en los cultivos. La disminución del contenido de 
complejos ciclina/CDKs, mediante degradación por el proteasoma, es una 
característica de las situaciones de estrés hiposmótico (Tao y col., 2002) para evitar 
la progresión del ciclo celular.  
Los niveles de p53 mostraron un incremento significativo en todas las 
condiciones experimentales, que puede explicarse en base a la respuesta de daño al 
ADN por la presencia de roturas de doble cadena. El valor máximo de contenido de 
p53 se obtuvo en los cultivos expuestos a Mix 300, lo que concuerda con los daños 
irreversibles en el ADN y la muerte celular inducida por este tratamiento. Por otra 
parte, los valores de contenido de la proteína p21, se encontraron en consonancia 
con los resultados del estudio de expresión génica. Estos datos explican las paradas 
de ciclo en G0-G1 inducidas por Mix 100 y PPB y el hecho de que los cultivos tratados 
con BHA 100 µM no presenten el mismo bloqueo de proliferación. Asimismo se 
observó un incremento en los niveles de p21 en las células expuestas a BHA 300 µM, 
que también detienen su ciclo en G0-G1. La respuesta más destacada fue la inducida 
por Mix 300, donde se redujo la cantidad de p21 respecto al control, a pesar del 
incremento en p53 mencionado anteriormente. Los problemas de coordinación 
entre p53 y p21 después de daños en el ADN, tienen graves consecuencias en las 
células, entre las que se incluye la imposibilidad de mantener un bloqueo sostenido 
en los puntos de control del ciclo (Waldman y col., 1996, 1997) y la inducción de 
apoptosis (Seoane y col., 2002). 
Finalmente, los datos para PLK1 demostraron que la proteína presentaba 
incrementos significativos en los tratamientos con PPB 500 µM y Mix 100, no variaba 
después de la exposición individual a BHA y disminuían sus valores en el 
tratamiento con Mix 300. Estos resultados resultan paradójicos, ya que los niveles de 
ARNm analizados mediante el microarray indicaban que se encontrada reprimida en 
todos los tratamientos analizados. Teniendo en cuenta que el ciclo celular está 
bloqueado, es probable que la actividad de PLK se encuentre inhibida, un efecto que 
parece ser frecuente cuando se activa la ruta de daño al ADN (Jang y col., 2007).  
Considerando que la identiyicación de genes proporciona una nueva forma de 
entender las respuestas celulares, comprobamos si existían variaciones detectables 
por CholestChipTM en las proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPK). Las 
MAPK son una familia de proteínas muy conservadas, que median en un gran 
número de vías de señalización activadas por diversos tipos de estrés (Widmann y 
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col., 1999; Avruch, 2007). En los mamíferos, se ha demostrado que las alteraciones 
del volumen celular modulan fundamentalmente la actividad de la kinasa 
extracelular reguladora (ERK1/2), la kinasa amino-terminal c-jun (JNK) y la kinasa 
p38 (Lambert y col., 2008). Sin embargo, las respuestas son muy variables y 
dependen tanto de las condiciones como del tipo celular, por lo que se ha sugerido 
que la activación de las rutas de MAPK podría representar simplemente una 
respuesta de estrés general (Hoffmann y col., 2009). 
En nuestras condiciones experimentales, se observó un incremento de la 
expresión de JNK1 en los cultivos tratados con Mix 100 y sus componentes 
individuales, aunque los valores sólo eran significativos en el caso de la exposición a 
PPB 500 µM. Estos resultados coinciden en parte con los descritos por otros autores 
en células HeLa y HepG2, en los que la exposición a BHA incrementa la actividad de 
JNK1 (Yu y col., 1997). En cuanto al propilparabeno, los datos de este estudio son los 
primeros que relacionan la activación de una ruta de MAPK con el mecanismo de 
acción que presenta el compuesto. Sin embargo, no son de extrañar teniendo en 
cuenta la naturaleza fenólica del PPB y la implicación de la JNK1 en la respuesta 
celular a estrés oxidativo (Kong y col., 2001).  
Por otra parte, nuestros resultados revelaron otras situaciones relacionadas 
con la activación de la respuesta de estrés hipotónico. Así por ejemplo, se detectaron 
aumentos en la expresión de  ciertas integrinas en las células Vero expuestas a Mix 
100 y a sus componentes individuales. Las integrinas son moléculas de adhesión que 
conectan la matriz extracelular con las proteínas de señalización intracelular y el 
citoesqueleto de actina (Calderwood, 2004). Estas proteínas actúan como sensores 
del volumen celular, en situaciones de estrés osmótico (Pedersen y col., 2001; 
Haussinger y col., 2006), aumentando sus niveles en la membrana plasmática en 
caso de hinchazón celular (Schliess y col., 2004). Asimismo, las caveolinas mostraron 
incrementos de transcripción, siendo especialmente significativos después del 
tratamiento con la mezcla. Las caveolinas son una familia de proteínas integrales de 
membrana, localizadas en las balsas lipídicas o “rafts”, que originan invaginaciones 
denominadas caveolas (Cohen y col., 2004; Thomas y Smart, 2008; Parat, 2009). 
Estos microdominios de membrana tienen un papel fundamental en los procesos de 
endocitosis y transcitosis así como en un gran número de vías de transducción de 
señales (Parton y Simons, 2007; Patel y col., 2008; Lajoie y col., 2009). En nuestras 
condiciones experimentales, la sobreexpresión génica de las caveolinas resulta de 
gran interés, debido a que estas proteínas participan tanto en la señalización redox 
(Patel y Insel, 2009), como en el mecanismo DRV de respuesta a estrés hipotónico, 
modulando la actividad de los canales de Cl- (Trouet y col., 1999; Hoffmann y col., 
2009).  
Por último resaltar que el gen que codifica para la clusterina (CLU) presentó 
incrementos signiyicativos después de la exposición de las células Vero a Mix 100 ó a 
sus componentes individuales. La clusterina es una glicoproteína heterodimérica 
funcionalmente implicada en la reparación del ADN, la regulación del ciclo celular y 
la muerte celular por apoptosis (Wilson y Easterbrook-Smith, 2000; Shannan y col., 
2006). Teniendo en cuenta las características de nuestro estudio, es fundamental 
indicar que la sobreexpresión de CLU aparece como respuesta al daño renal en 
diversos modelos experimentales, por lo que se le considera actualmente un 
biomarcador de nefrotoxicidad (Amin y col., 2004; Thukral y col., 2005; Ishii y col., 
2007; Bonventre y col., 2010). Asimismo, se observan incrementos en la expresión 
de CLU como consecuencia de la radiación ionizante, el estrés térmico y el estrés 
oxidativo, entre otros estímulos nocivos (Trougakos y Gonos, 2002) y se asocia  con 
la progresión de tumores (Trougakos y Gonos, 2006; Flanagan y col., 2010; Rizzi y 
Bettuzzi, 2010), debido a su actividad antiapoptótica (Ranney y col., 2007). En 
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nuestras condiciones experimentales, los niveles máximos de sobreexpresión de 
CLU se detectaron en los cultivos tratados con PPB 500 µM. Este resultado es de gran 
interés ya que los parabenos habían sido relacionados con el cáncer de mama 
(Darbre y col., 2004; Darbre y Harvey, 2008), pero de momento no existen datos 
acerca de su posible capacidad nefrotóxica. 
El análisis de los datos del microarray se llevó a cabo mediante bloques 
(clusters) con el fin de relacionar los genes que presentan respuestas similares en los 
diferentes tratamientos experimentales. De este modo y aplicando la asociación de 
efectos, existen secuencias que se ven alterada su expresión en presencia de la 
mezcla y uno de los componentes por separado, lo que permite sugerir que la 
disfunción observada en la exposición combinada es inducida por un tratamiento 
individual concreto. En esta situación destacan PLK, CDK2, PCNA y CDC2, cuya 
respuesta en el tratamiento Mix 100 parece deberse a la presencia de PPB 500 µM. 
En la situación inversa encontramos los genes de ciclinas B y D1 y SKP2, en los que el 
efecto de la mezcla se podría explicar según la respuesta obtenida tras la exposición 
a BHA 100 µM. Asimismo detectamos respuestas que surgen exclusivamente por 
efecto de la combinación binaria que incluyen las de  ATM, p53, p21, CCNE2, CAV2 e 
ITGAX. 
Del mismo modo, evaluamos los resultados de los estudios de western blot, 
en los que se observan, según el modelo de correlación negativa completa, 
respuestas antagónicas en todos los análisis del efecto combinado de Mix 300 
excepto para p53, que resultó sinérgico. Por otra parte, las respuestas obtenidas 
para Mix 100 fueron más predecibles, como se observa para PLK y p53. Sin embargo, 
en los casos de p21 y CCNE nuestra predicción siempre resultó más elevada que la 
que pudimos cuantificar, lo que indica que ambas respuestas son antagónicas. 
Tomando todos nuestros resultados en su conjunto, podemos concluir que la 
exposición a las combinaciones binarias de los aditivos autorizados BHA y PPB 
desencadena múltiples alteraciones fisiológicas, principalmente derivadas de un 
desequilibrio osmótico, que pueden llegar a desencadenar procesos de muerte. 
Asimismo hemos comprobado que, a pesar de la diversidad de modelos 
matemáticos empleados, la estima de los resultados no presenta en general buenos 
ajustes con las respuestas celulares observadas. Sin embargo, nuestros datos revelan 
que la toxicidad resultante de la exposición a una combinación binaria de productos 
químicos, puede preverse una vez definidos el mecanismo de acción de sus 
componentes de manera individual. Es interesante destacar además la importancia 
de los ensayos de reversibilidad o toxicidad retardada ya que, como indican 
nuestros resultados, pueden aportar una información adicional de gran relevancia. 
Finalmente, este estudio demuestra que los efectos tóxicos detectados como 
resultado de la exposición de las células Vero a las dos mezclas analizadas (Mix 100 y 
Mix 300) son muy similares, aunque de distinta intensidad, y por lo tanto 
corresponden a un mecanismo de acción común. En este sentido, proponemos que 
las aproximaciones por analogía (read across) deben considerarse de gran utilidad a 
la hora de abordar el análisis de mezclas químicas potencialmente tóxicas. 
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i. Una adecuada evaluación in vitro de la toxicidad de productos químicos así 
como de sus mezclas debe fundamentarse en la utilización simultánea de 
parámetros cuantitativos y cualitativos. 
ii. Las mezclas analizadas de BHA y PPB inducen en las células Vero una 
situación de estrés hipotónico que depende en gran medida de cambios en el 
potencial redox intracelular. 
iii. El desequilibrio osmótico causado por los tratamientos experimentales se 
encuentra asociado con importantes alteraciones funcionales que incluyen, 
desajustes en la progresión del ciclo celular, incrementos en la ploidía, 
lesiones en el ADN por daño oxidativo y muerte celular. 
iv. Los cambios en la fisiología celular resultantes de la exposición a BHA, PPB y 
sus combinaciones binarias comprometen la integridad de los principales 
orgánulos y del citoesqueleto de las células Vero. 
v. La retirada de los tratamientos experimentales induce en las células Vero 
una respuesta de toxicidad retardada consistente en desajustes en el ciclo 
celular asociados con incrementos de la proliferación. 
vi. El diseño experimental utilizado ha resultado ser una eficaz herramienta de 
trabajo para determinar el mecanismo de acción tóxica de ambos aditivos y 
sus mezclas.  
vii. De manera general, los diferentes modelos de estima utilizados para el 
análisis del efecto combinado no mostraron un buen ajuste con las 
respuestas observadas.  
viii. El efecto tóxico inducido por las mezclas en las células Vero puede 
predecirse de manera cualitativa una vez definidos los mecanismos de 
acción de los componentes individuales. 
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